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Os chás são as bebidas não alcoólicas mais consumidas no mundo depois da água, e tem 
ganhado muita atenção por promoverem benefícios a saúde. Entre os efeitos benéficos 
incluem os efeitos anti-mutagênicos, anti-câncer e anti-apoptótica, neuroprotetivo, 
hiperglicêmico e anti-hiperglicêmico, antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatório. Estas 
atividades biológicas estão associadas em parte a atividade antioxidante dos compostos 
químicos presentes nos chás, especialmente flavonoides e ácidos fenólicos (Capítulo 1). O 
objetivo deste trabalho foi avaliar os compostos fenólicos e atividade antioxidante in vitro de 
chás consumidos no Brasil. No Capítulo 2, 51 chás brasileiros de oito diferentes espécies 
(Camellia sinensis, Peumus boldus, Matricaria recutita, Baccharis trimera, Cymbopogon 
citratus, Pimpinella anisum, Mentha piperita e Ilex paraguariensis) foram analisados nos 
termos dos compostos fenólicos, cor e atividade antioxidante in vitro medida por FRAP e 
DPPH. Os dados foram tratados usando PCA, HCA e LDA. Os resultados de ácido gálico, 
catequina, epicatequina, procianidina B2, quercitrina e cafeína mostraram uma correlação 
significativa (p < 0,05) com a atividade antioxidante. Usando a PCA foi possível ter uma 
abordagem adequada para checar as similaridades entre as amostras de chás, explicando 50 % 
da variabilidade dos dados e quatro grupos (clusters) foram sugeridos usando HCA. Uma 
classificação adequada de 82,00% foi obtida pela LDA, no qual 100% das amostras de I. 
paraguarensis, C. citratus, M. recutita, e P. boldus foram corretamente classificadas, 
enquanto que 60% dos chás de P. anisum, 80% de M. piperita e 88% foram corretamente 
classificadas. O Capítulo 3 foi modelado à extração dos compostos fenólicos e atividade 
antioxidante in vitro das misturas dos chás verde, branco e preto (Camellia sinensis) usando 
um planejamento simplex-centróide acoplado com análise de regressão múltipla. Todos os 
modelos propostos foram significativos (p < 0,05) e mostraram altos coeficientes de 
determinação (R
2
adj > 0,80). Uma otimização simultânea foi realizada usando a função de 
desejabilidade e a condição ótima para maximizar a extração de epicatequina, 
epigalocatequina galato, epicatequina galato, assim com a atividade antioxidante (DPPH e 
FRAP) foi sugerida. Portanto, no Capítulo 3 os resultados mostraram que o chá branco foi o 
melhor para obter o maior teor de antioxidantes, desta forma o Capítulo 4 foi destinado a 
otimizar a extração dos compostos antioxidantes deste (chá branco) por um planejamento 
Box-Behnker e os compostos foram identificados por LC-DAD-MS/MS. Todos os modelos 
propostos foram capazes de explicar mais de 85% da variação dos dados e a simultânea 
otimização realizada usando DPPH, ABTS, FRAP, (-)-epigalocatequina galato e (-)-
epicatequina sugeriu o tempo de 10 min, a temperatura de 66 °C e a solução de 30% etanol 
como o ponto ótimo de extração. Os principais compostos identificados por espectroscopia de 
massa foram o ácido gálico, ácido 5-galoilquínico, cafeína, teobromina, galocatequina, 
epigalocatequina, epicatequina, epigalocatequina galato, e epicatequina galato. Portanto, este 
estudo mostrou que diferentes determinações analíticas associadas às ferramentas 
quimiométricas podem ser usadas para explorar e classificar as amostras, e podem ser usadas 
para processos de extração de compostos bioativos de plantas. 
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Tea is the second most consumed beverage aside from water, and has gained much attention 
due to its health-promoting benefits. Among the benefit effects include antimutagenic, 
anticancer and anti apoptotic, neuroprotective, hypoglycemic and antihyperglycemic, 
antioxidant, antimicrobial, and anti inflammatory. These biological activities are associated in 
part to the antioxidant activity of chemical compounds present in teas, especially flavonoids 
and phenolic compounds (Chapter 1). The aim of this study was to evaluate the phenolic 
compounds and in vitro antioxidant activity of teas consumed in Brazil. In the Chapter 2, 51 
Brazilian teas of eight different species (Camellia sinensis, Peumus boldus, Matricaria 
recutita, Baccharis trimera, Cymbopogon citratus, Pimpinella anisum, Mentha piperita and 
Ilex paraguariensis) were analyzed in terms of the phenolic compounds, color, and in vitro 
antioxidant activity using FRAP and DPPH. The dataset was analyzed using PCA, HCA, and 
LDA. Gallic acid, catechin, epicatechin, procyanidin B2, quercetrin, and caffeine displayed a 
significant correlation (p < 0.05) with antioxidant activity. Using the PCA was possible to 
have a suitable approach to check the similarities among tea samples, explaining up to 50% of 
data variability and four clusters were suggested by HCA. The overall classification of 82% 
was obtained by LDA, which 100% of samples from I. paraguariensis, C. citratus, M. 
recutita, and P. boldus were adroitly classified, while 60% of teas from P. anisum, 80% of M. 
piperita, and 88% of C. sinensis teas were correctly classified. Chapter 3 was modelled the 
extraction of phenolic compounds and in vitro antioxidant activity from mixtures of green, 
white, and black teas (Camellia sinensis) using a simplex-centroid design couple multiple 
regression analysis. All proposed models were significant (p < 0.05) and showed high 
determination coefficients (R
2
adj > 0.80). A simultaneous optimization was performed using 
the desirability function and optimum point to maximize the extraction of epicatechin, 
epigallocatechin gallate, epicatechin gallate, as well as the antioxidant activity (DPPH and 
FRAP) was suggested. Therefore, in the Chapter 3 the results showed up that white tea was 
the best solution for obtaining the higher content of antioxidant compounds, then the Chapter 
4 was destined to optimize the extraction of antioxidant compounds from white tea by Box-
Behnken design and the compounds were identified by LC-DAD-MS/MS. All mathematical 
models proposed were able to explain up more that 85% of data variation and the optimization 
performed using DPPH, ABTS, FRAP, (-)-epigallocatechin gallate, and (-)-epicatechin gallate 
suggested the time of 10 min, temperature of 66 °C and the 30% ethanol solution as optimum 
point. The principal compounds identified in the optimum point by mass spectrometry were 
gallic acid, 5-galloylquinic acid, caffeine, theobromine, gallocatechin, epigallocatechin, 
epicatechin, epigallocatechin gallate, and epicatechin gallate. Nevertheless, this study showed 
that different analytical determination associated chemometrics tools can be used to explore 
and classify the samples, thus it can be used for extraction processes of bioactive compounds 
of plant samples. 
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Os Chás são as bebidas não alcoólicas mais consumidas no mundo depois da água e 
vem se tornando um importante produto agrícola. As mais diversas espécies de ervas são 
usadas como chás no Brasil e no mundo, entre as principais espécies destacam-se: Camellia 
sinensis, Peumus boldus, Matricaria recutita, Baccharis trimera, Cymbopogon citratus, 
Pimpinella anisum, Mentha piperita, e Ilex paraguariensis. Entretanto, o país ainda apresenta 
um consumo relativamente baixo de chás relacionados a outros países com uma média per 
capita de apenas 8,5 xícaras. 
O consumo de chás tem atraído muita atenção devido aos benéficos à saúde do 
homem, tais como, efeitos anti-mutagênicos, anti-câncer e anti-apoptótica, neuroprotetivo, 
hiperglicêmico e anti-hiperglicêmico, antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatório. Entre 
os chás mais estudados no mundo têm-se os diferentes tipos dos de C. sinensis, e os principais 
efeitos proporcionados por estes estão relacionados à presença dos flavan-3-óis, mais 
conhecidos como catequinas, e entre estas as maiores quantidades encontradas são 
epigalocatequina-3-galato, epigalocatequina, epicatequina-3-galato e epicatequina. Portanto, é 
importante monitorar a composição fenólica e a atividade biológica dos chás consumidos por 
grande parte da população para correlacionar seus benefícios com a saúde humana. 
O controle de qualidade, o desenvolvimento e a formulação de novos alimentos por 
técnicas estatísticas (quimiometria) tem aumentado em muitos campos da engenharia, ciência 
e tecnologia de alimentos uma vez que estas ferramentas são capazes de extrair uma 
quantidade máxima de informações de uma grande quantidade de dados. Dentro do campo da 
quimiometria podemos destacar duas frentes, a análise estatística multivariada que inclui as 
técnicas não-supervisionadas (PCA e HCA) e as supervisionadas (LDA, PLS-DA, KNN e 
SIMCA) e a metodologia de superfície de resposta (RSM) acoplada com análise de regressão 
múltipla para descrição dos processos. 
Portando, o presente trabalho teve como característica: i) avaliar os compostos 
fenólicos e atividade antioxidante in vitro de diferentes chás brasileiros usando PCA, HCA e 
LDA, ii) modelar e otimizar a extração dos compostos fenólicos e a atividade antioxidante in 
vitro de misturas de chás verde, branco e preto (Camellia sinensis L. Kuntze) e iii) otimizar a 









O objetivo deste trabalho foi avaliar os compostos fenólicos e a atividade 





Avaliar os compostos fenólicos e a atividade antioxidante in vitro de diferentes chás 
brasileiros comercializados usando técnicas estatísticas multivariadas para diferenciá-los 
(Artigo 1). 
 
Modelar e Otimizar a extração de compostos fenólicos e a atividade antioxidante in vitro de 
misturas de chás verde, brando e preto (Camellia sinensis L. Kuntze) (Artigo 2). 
 
Otimizar a extração de compostos antioxidantes do chá branco (C. sinensis) por RSM e 
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Os Chás são a segunda bebida mais consumida no mundo depois da água e vem se 
tornando um importante produto agrícola. As mais diversas espécies de ervas são usadas 
como chás no Brasil e no mundo, mas de acordo com a resolução RDC da Anvisa nº 277 de 
22 de setembro de 2005 que fixa a identidade e as características mínimas de qualidade os 
chás devem ser (BRASIL, 2005): 
 
“O produto constituído de uma ou mais partes de espécie(s) 
vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moída(s), com ou sem 
fermentação, tostada(s) ou não, constantes de Regulamento Técnico 
de Espécies Vegetais para o Preparo de Chás. O produto pode ser 
adicionado de aroma e ou especiaria para conferir aroma e ou 
sabor.” 
 
Em 2013 a produção mundial de chás (C. sinensis) foi de aproximadamente de 5,3 
milhões de toneladas, com a China sendo o principal produtor com 1,7 milhões de toneladas 
seguida pela Índia com 1,1 milhões de toneladas (FAOSTAT, 2015). O mercado brasileiro 
começa a ganhar destaque no consumo de chás, segundo dados da Euromonitor 
(www.euromonitor.com) o consumo no país cresceu 16% em volume, passando a três (3) mil 
toneladas, entre 2009 e 2011. O avanço do consumo da bebida no Brasil superou a média 
mundial – de 12% em relação a países como os Estados Unidos onde as altas foram de 7%. 
De acordocom a Euromonitor, o consumo per capita no Brasil é de apenas 8,5 xícaras - menor 
volume considerando um ranking de 52 países. O primeiro da lista é a Turquia, com 1,6 mil 
xícaras por pessoa. 
Entre as principais espécies de chás de mais expressão de consumo no Brasil 
destacam-se: Camellia sinensis, Peumus boldus, Matricaria recutita, Baccharis trimera, 




Figura 1.1 Diferentes espécies de ervas consumidas no Brasil como chá. (A) Camellia 
sinensis, (B) Peumus boldus, (C) Matricaria recutita, (D) Baccharis trimera, (E) 
Cymbopogon citratus, (F) Pimpinella anisum, (G) Mentha piperita, e (H) Ilex paraguariensis. 
Fonte: Google imagens. 
 
C. sinensis é um arbusto ou árvore de pequeno porte, pertencente à família Theaceae, 
originária da China, que mais tarde se espalhou pela a Índia e Japão, Europa e Rússia, e 
chegando ao novo Mundo no final do século 17 (DUARTE et al., 2006; SHARANGI, 2009). 
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Os principais tipos de chás de C. sinensis encontrados no mercado brasileiro são denominados 
de verde, branco, preto, vermelho e amarelo. 
P. boldus é uma espécie arbórea, pertencente à família Monimiaceae e nativa das 
regiões central e sul do Chile, onde ocorre abundantemente (RUIZ et al., 2008).  
M. recutita é uma planta herbácea anual originária do sul e leste da Europa, bem com 
do oeste asiático, é pertencente à família das Asteraceaes. Suas flores são reunidas em 
capítulo com flores centrais amarelas e as marginais de corola ligulada e tubulosa branca e 
estas são usadas como chás (SOUZA et al., 2007). Também pertencente à mesma família da 
M. recutita a B. trimera apresenta-se como um subarbusto ereto e ramoso. Originária da 
América do Sul é cultivada principalmente no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (RUIZ et 
al., 2008). 
C. citratus possui característica herbácea, crescendo em touceiras de 
aproximadamente 1 m é originária do Sudoeste asiático, pertencente à família Poaceae e 
distribui-se nas regiões tropicais e subtropicais (MELO et al., 2007). 
P. anisum é uma planta anual, herbácea, ereta, apresentando flores brancas e 
dispostas em umbelas, originária de países da Ásia, e da Europa é pertencente à família 
Apiaceae (TAKAHASHI et al., 2009; TAMBOSI; ROGGE-RENNER, 2010). Sendo suas 
sementes utilizadas para o preparo de chás. 
M. piperita pertencente do gênero Lamiaceae originária do continente europeu, é 
uma erva vivaz ou perene, com caule ramificado, contendo folhas opostas pecioladas ovais e 
com margem serrilhada, apresentando cor verde mais escura na face superior da folha e mais 
pálida na inferior (HABER et al., 2005). 
I. paraguariensis planta da família Aquifoliaceae é originária da América do Sul e 
caracteriza-se por ser uma espécie arbórea que se desenvolve na região sul do Brasil, no 
noroeste da Argentina e na parte oriental do Paraguai (DA CROCE, 2002). 
As diferentes espécies de ervas que são usadas para a fabricação de chás apresentam 
diferenças em sua aparência, características organolépticas e conteúdo químico assim como 





1.2 Processo de fabricação dos chás 
 
Os processos de fabricação de chás muitas vezes se assemelham entre as ervas, 
destacando-se os processamentos mais comuns para os chás de Camellia sinensis e de Ilex 
paraguensis. 
Na fabricação dos chás de C. sinensis os processos se diferenciam, sendo que, para a 
produção do chá verde as folhas precisam passar por um processo de branqueamento 
imediatamente após a colheita para a inativação enzimática, que pode ser realizado por tosta 
ou vaporização, para prevenir a oxidação enzimática das catequinas (WANG et al., 2000). 
Sem o processo de fermentação, as folhas de chá verde mantêm a sua cor verde e quase todo o 
seu conteúdo de polifenóis originais (CHAN et al., 2011). Assim como o verde, o chá branco 
é não fermentado e para sua produção apenas os brotos e as primeiras folhas colhidas são 
utilizadas sendo secas diretamente, após um processo rápido de quebra das folhas (HILAL, 
ENGELHARDT, 2007). Outro chá que apresenta características aparecidas ao verde é o 
amarelo, no qual as condições do processamento para sua preparação são similares. 
Entretanto, as folhas são postas em um recipiente fechado e sofrem um abafamento (~37°C) 
por um tempo apropriado, para deixar as folhas amarelas (Figura 2) (YI et al., 2015). 
Os chás preto e vermelho diferenciam-se do verde e do branco devido ao processo de 
oxidação (fermentação) que sofrem. Durante o processamento do chá preto, as folhas frescas 
são quebradas por laminação ou cortadas antes de serem secas. Então os polifenóis como as 
catequinas presentes nas folhas dos chás entram em contato com as polifenol oxidases (PFO) 
que realizam uma oxidação catalítica no processo de fermentação (LIANG; ZHANG; LU, 
2005). O preparo do chá vermelho segue todas as etapas do preto, sendo que as folhas após 
serem quebradas são submetidas a um aquecimento para oxidação pelas PFOs e em seguida 
submetidas à secagem. O chá vermelho é classificado como um chá semi-fermentado (Figura 
2) (WANG; HELLIWELL; YOU, 2000). 
No processamento da erva-mate (I. paraguensis) as folhas são submetidas a um 
branqueamento (sapeco), no qual as folhas são expostas diretamente sobre fogo (~600 a 800 
°C) em um secador rotatório durante 2 min para deter a oxidação causada pelas enzimas nas 
folhas, que alteram a cor, sabor e aroma. Então, as folhas são submetidas a uma pré-secagem, 
e a diferença é a temperatura (280°C/3 min). Na secagem, as folhas são expostas a um fluxo 
de ar quente até atingirem a umidade de 5%. Este processo demora aproximadamente de 5-8 
h. Para o desenvolvimento do sabor o produto seco é envelhecido em câmara de madeira ou 
cimento de acordo com as características de processamento do processador, e por fim para a 
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obtenção do chá a erva mate triturada é tostada a 120°C por 15 minutos (HECK; MEIJA, 
2007; DE GODOY et al., 2013). 
O processamento dos outros tipos de chás, basicamente envolve uma secagem após a 
sua colheita para a redução da umidade, onde alguns tipos de ervas apresentam alto teor de 
água no momento da colheita, e com isso requerem uma secagem imediata até níveis 
próximos de 10% de modo a preservar as suas propriedades originais, evitando a proliferação 





Figura 1.2 Exemplo do fluxograma do processamento de chás de C. sinensis. Adaptado de Heck e Meija (2007) e Yi et al., (2015). 
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1.3 Composição química 
 
Diversos componentes químicos são encontrados nos chás, entre estes incluem os 
compostos aromáticos, polissacarídeos, aminoácidos, lipídios, vitaminas, elementos 
inorgânicos (minerais), e principalmente os compostos fenólicos (ácidos fenólicos e 
flavonoides) e alcaloides (cafeína, teobromina, etc.) (SHARANGI, 2009). 
 
1.3.1 Chás e seus compostos fenólicos 
 
O interesse nos compostos fenólicos em alimentos e em bebidas está relacionado aos 
benefícios que estes compostos proporcionam a saúde. As principais classes de compostos 
fenólicos encontrados em chás são os ácidos fenólicos e os flavonoides. Sendo os 
representantes dos ácidos fenólicos, os ácidos hidroxicinâmicos e hidroxibenzóicos, e dos 
flavonoides, os flavan-3-óis (catequinas e procianidinas), flavon-3-óis (quercetinas e 
caempferol), e flavonas. Os outros compostos presentes principalmente em Camellia sinensis 
e Ilex paraguensis são os alcaloides (cafeína e teobromina). 
As diferenças observadas nos teores de compostos fenólicos totais e flavonoides 
totais encontrados nos chás variam conforme a espécie, clima e solo, tempo de colheita, 
estágio de desenvolvimento, parte da planta usada, tamanho da partícula, forma e tempo de 
processo, e o método de extração (GORJANOVIC et al., 2012). Essas diferenças nos teores 
















Tabela 1.1 Conteúdo de fenólicos totais e flavonoides totais de diferentes espécies de chás. 





Camellia sinensis Verde 759 – 4014 431-1768 Rusak et al. (2008); Chan et 
al., (2010), Carloni et al., 
(2013). 
Camellia sinensis Branco 423-3080 218-1786 Rusak et al. (2008); Carloni et 
al., (2013). 
Camellia sinensis Preto 935-2500 530 Bravo et al., (2007); Ho et al., 
(2010), Carloni et al., (2013). 
Peumus boldus Boldo 409 387 Vaquero et al., (2010). 
Matricaria recutita Camomila 102-399 53-95 Aoshima et al, (2007), Chan et 
al., (2010); Rodrigues et al., 
(2015). 
Baccharis trimera Carqueja 130-373 135-300 Gião et al., (2007), Rodrigues 
et al., (2015). 
Cymbopogon citratus Capim-
limão 
97-500 133-195 Aoshima et al, (2007), Ho et 
al., (2010), Rodrigues et al., 
(2015). 
Pimpinella anisium Erva-doce 30-77.5  Gulçin et al. (2003). 
Mentha piperita Hortelã 830-842 761 Chan et al., (2010), Vaquero et 
al., (2010). 
Ilex Paraguensis Erva-mate 729-925 880 Bravo et al., (2007); Vaquero 
et al., (2010). 
Nota: Fenólicos totais expressos em equivalente de ácido gálico por litro de chá [mg GAE/L] e flavonoides totais 
expressos em equivalente de catequina por litro de chá [mg CAE/L]. 
 
1.3.1.1 Ácidos Fenólicos 
 
Os ácidos fenólicos apresentam-se divididos em dois subgrupos: ácidos 
hidroxibenzóico e hidroxicinâmico. Os ácidos hidroxibenzóico possuem sete átomos de 
carbono (C6-C1) e incluem nesse grupo os ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, vanilíco, elágico 
e siringico (Tabela 2). O outro subgrupo dos ácidos é o dos hidroxicinâmicos que apresentam 
em sua estrutura nove átomos de carbono (C6-C3) sendo os mais comuns que ocorrem 
naturalmente em sua forma livre os ácidos cafeíco, ferúlico, p-coumaríco e trans-cinâmico 
(BRAVO, 1998), ou como uma família de mono ou diesters com ácido (–)-quinico, 
coletivamente conhecidos como ácidos clorogênicos (MARQUES; FARAH, 2009). Devido à 
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biossíntese de cada planta há uma variação no tipo e no conteúdo dos ácidos fenólicos 
presentes em cada uma (Tabela 2). 
O efeito biológico dos ácidos fenólicos é devido ao local da ligação, a posição dos 
grupamentos hidroxil, e o tipo de substituintes no anel aromático (RICE-EVANS; MILLER; 
PAGANGA, 1996). A presença de diferentes substituintes na estrutura do fenol modula a sua 
propriedade antioxidante, em particular a sua capacidade de doar hidrogênio. Em geral, fenóis 
sem substituição são inativos como doadores de hidrogênio, e monofenóis são menos inativos 
que polifenóis. A introdução de grupos eletrodoadores tal como grupo hidroxila na posição 
orto ou para aumenta a atividade antioxidante do ácido fenólico, assim como a presença de 
um grupo carboxila e quando este é separado do anel aromático também aumenta. Portanto, 
ácidos cinâmicos são mais efetivos como antioxidantes que os ácidos benzóicos (GULÇIN, 
2012). 
Os valores de ácidos fenólicos determinados por Horzic et al. (2009) para infusões de 
Camellia sinesis, tília e camomila variaram de 1,07-37,66 mg/L de ácido gálico (apenas C. 
sinensis), de 0,59-8,89 mg/L de ácido clorogênico (C. sinensis e camomila), de 0,63-12,69 
mg/L de ácido p-coumárico (C. sinensis e camomila), de 0,16-14,27 mg/L de ácido cafeíco 
(tília e camomila), de 3,89-17,32 mg/L de ácido ferúlico (apenas camomila) e de 0,09-14,86 
mg/L de ácido vanilíco (apenas tília). Na avaliação de compostos fenólicos em diferentes 
variedades de chás Chineses (verde, preto, oolong), Wu et al. (2012) identificaram além do 
ácido gálico o ácido 5-galoiquínico presentes em C. sinensis.  
Para infusão de P. boldus, Simirgiotis e Hirschmann (2010) realizaram a 
identificação de constituintes fenólicos e identificaram os ácidos ferúlico, cafeíco, siringico e 
clorogênicos como os principais. Enquanto que na caracterização de chás de camomila 
comercializado em diferentes países, Raal et al. (2012) identificaram como os principais os 
ácidos clorogênico, ferulico glucosideos e dicafeoilquínicos. Os teores de ácido cafeíco, 
ferulico, e clorogênico encontrados por Proestos et al. (2005) em camomila foram na ordem 
de 1,2, 1,6, e 2,0 mg/100g, respectivamente. 
Bravo et al. (2007) caracterizaram por cromatografia líquida acoplado a espectro de 
massas (LC/MS) as amostras de chás mate comerciais e verificaram que mono-, di-, e tri-
esters de ácidos hidroxicinâmicos e ácido quinico os maiores constituintes da fração fenólica 
de mate. Ácido cafeíco é o principal cinamato, com isômeros de ácidos mono- e 
dicafeoilquínicos representando mais de 90% do total do conteúdo fenólico. Além disso, 
Marques e Farah (2009) reportam o alto conteúdo de ácidos clorogênicos também para I. 
paraguensis e para as infusões de P. anisium, C. sinensis e C. citratus com valores entre 84.7 
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mg a 9.7g/100g. C. citratus apresenta também conteúdos de ácidos cafeícos, p-coumáricos e 
ferúlico (FIGUEIRINHA et al., 2008, RODRIGUES et al., 2015). Em B. trimera como 
principal conteúdo fenólico destaca-se os ácidos clorogênicos (ABOY et al., 2012). 
De acordo com Riachi e De Maria (2015), M. piperita apresenta em sua composição 
fenólica os ácidos gálico, vanilico, siringico, p-coumárico, ferúlico, cafeíco, clorogênico entre 




Tabela 1.2 Principais ácidos fenólicos encontrados em chá herbais. 
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Nota: Adaptado de: Riachi e De Maria (2015), Rodrigues et al., (2015), Raal et al. (2012), Simirgiotis e Hirschmann (2010), Horzic et al. (2009), Marques e Farah (2009), 






As mais diversas funções biológicas têm sido relatadas na literatura para os 
flavonoides. Porém, isso ocorre devido que estes se mostram como importantes antioxidantes 
por apresentarem elevado poder redutor, o que lhes permitem atuar como agente redutor, 
doador de hidrogênio e supressores de oxigênio. Além disso, possuem potencial quelante em 
metais (TSAO; YANG, 2003). 
Os flavonoides são compostos de baixa massa molecular, consistindo de quinze 
átomos de carbono, arrumados na configuração C6-C3-C6. Essencialmente a estrutura 
consiste de dois anéis aromáticos, A e B, ligados por uma ligação 3-carbono, usualmente na 
forma de um anel heterocíclico, C (Figura 3). O anel aromático A é derivado da via 
acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado da fenilalanina por meio da via 
chiquimato (IGNAT et al., 2011). Entretanto, variações estruturais dentro dos anéis 
subdividem os flavonoides em diferentes classes (antocianinas, flavonas, isoflavonas, 
flavanonas, flavonóis e flavanóis), com as principais encontradas/estudadas em ervas 
destacam-se os flavanóis e flavonóis. A representação do esqueleto da estrutura química dos 
flavonóides é apresentada na Figura 2. 
 
 
Figura 1.3 Esqueleto básico difenilpropano (C6-C3-C6) dos flavonóides. (A) anel A; (B) anel 
B e (C) anel C da estrutura da molécula. 
 
1.3.1.2.1 Flavan-3-óis (Flavanóis) 
 
Flavan-3-óis são compostos que apresentam uma hidroxila no carbono 3 do anel C, e 
ao contrário dos outros flavonóides, geralmente, são encontrados na forma aglicona 
(SHAHIDI; NACZK, 2004). Nesta classe se fazem presentes as catequinas e as 
proantocianidinas (Figura 4). A estrutura química dos flavan-3-ols determina a relativa 
facilidade da atividade oxidativa e eliminação de radicais livres. Embora a presença dos 
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grupos galloyl, número e posição dos grupos hidroxil (baseado no potencial redox) são 
reorganizados para aumentar a atividade biológica, a metoxilação e glicosilação da posição 3 







(−)-Epigalocatequina (−)-Epicatequina galato 
 
  
Procianidina B1 Procianidina B2 




As principais catequinas encontradas em chás de Camellia sinensis (verde e branco) 
são epigalocatequina galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), 
galocatequina (GC), epicatequina (EC) e catequina (C). Entretanto o conteúdo de catequinas 
nos chás varia com o clima, safra, pratica de cultivo, idade da folha e variedade (CHAN; LIM; 
CHEW, 2007). Além disso, uma variação no conteúdo de catequinas é observada nos 
diferentes tipos de chás de C. sinensis devido à forma de processamento que cada um 
apresenta. Wang, Helliwell e You (2000) relatam que diferentes chás verdes e pretos 
consumidos na China, foram ricos em EC, EGC, EGCG e ECG, com o verde apresentando 
uma quantidade muito maior que o preto de catequinas. Outro estudo realizado Khokhar e 
Magnusdottir (2002) em chás comumente consumidos no Reino Unido confirma os maiores 
teores de catequinas nos chás verde em relação ao preto. Os menores conteúdos de flava-3-óis 
nos chás pretos são devido à oxidação durante a fermentação, no qual ocorre o fenômeno de 
bioconversão das catequinas pelas polifenol oxidases para dímeros de catequinas (LAMBERT 
e ELIAS, 2010). 
Chás herbais provindos de outras espécies que não sejam C. sinensis, apresentam um 
conteúdo baixo de catequinas, como apresentado por Friedman et al. (2005) na avaliação de 
77 chás consumidos no Estados Unidos, no qual verificam que os chás de C. sinensis contém 
conteúdos elevados de catequinas, enquanto que as infusões herbais uma quantidade muito 
baixa destes compostos. Na avaliação de flavan-3-ois de diferentes ervas realizada por Yoo, 
Hwang e Moon (2009) em C. citratus foi identificado e quantificado o conteúdo de EGCG e 
EC, e para M. piperita apresentou como constituintes em sua composição EGCG, EGC, e C. 
Em ambas os maiores conteúdos foram de EGCG. Catequina também apresenta-se em altas 
concentrações em Peumus boldus, assim como está planta possui conteúdo de procianidinas 
como seus constituintes (QUEZADA et al., 2004; SIMIRGIOTIS; HIRSCHMANN, 2010). 
 
1.3.1.3 Flavon-3-óis (Flavonóis) 
 
Como sendo o principal subgrupo dos flavanóides, os Flavonóis são caracterizados 
por uma dupla ligação entre o carbono 2 e 3, um grupo hidroxila na posição-3 e um grupo 
carbonila na posição-4 do anel-C do núcleo flavan (Figura 5) (KROL et al., 1994). Portanto, 
as combinações da unidade catecol com a ligação dupla e o grupamento hidroxila 








Quercetina (R=OH, R’=H) 
Miricetina (R=R’=OH) 
 
Figura 1.5 Estrutura dos flavonóis. 
 
Entre os principais flavonóis encontrados nas folhas de chás de Camellia sinensis são 
kaempferol, quercetina e miricetina (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000). Os teores 
encontrados de flavonóis por Wang e Helliwell (2001) para o chá verde variaram de 0,83-
1,59, 1,79-4,05 e 1,56-3,31 g/kg, e no chá preto de 0,24-0,52, 1,04-3,03, e 1,72-2,31 g/kg para 
miricetina, quercetina e caempferol. Enquanto, que em I. paraguensis rutina (quercetin-3-
rutinoside), quercetina e caempferol são os flavonóis presentes (HECK; MEIJA, 2007), com 
valores médios de 23,40, 0,88, 0,27 g/kg, respectivamente (TSAI et al., 2008). Rutina também 
é relatada por Riachi e De Maria (2015) em M. piperita com conteúdo médio de 0,117 g/g.  
Porém, a principal forma em que os flavonóis se apresentam é na forma glicosilada, 
onde também têm sido relatados nos diferentes tipos de chás herbais. Como exemplo têm-se, 
miricetina-3-O-galactosídeo, miricetina-3-O-glucosídeo, caempferol-3-O-rutinosídeo, 
caempferol-3-O-galactosídeo, caempferol-3-O-glucosídeo, quercetina-3-rutinosídeo, 
quercetina-3-D-galactosídeo são exemplos dos compostos que ocorrem na forma glicosilada 
(CALEJA et al., 2015; WU; HÉRITER; ANDLAUER, 2012; SIMIRGIOTIS; 
HIRSCHMANN, 2010). 
 
1.3.1.4 Metilxantinas (Alcalóides) 
 
Além dos compostos fenólicos, os chás podem apresentar metilxantinas em sua 
composição. Por exemplo, C. sinensis e I. paraguensis são ricos nos teores de metilxantinas, 
principalmente cafeína, teobromina e teofilina que apresentam em sua estrutura um esqueleto 
de purina, com diferenciação entre o tipo e posição dos radicais na molécula (MARIA; 






Teofilina (R1=CH3, R2=H) 
Teobromina (R1=H, R2=CH3) 
Figura 1.6 Estrutura química das metilxantinas (MARIA; MOREIRA, 2007). 
 
Segundo Khokhar e Magnusdottir (2002) o conteúdo de cafeína de chá preto (22-28 
mg/g) foi significativamente maior que o presente no chá verde (11-20 mg/g). Entretanto os 
resultados encontrados por Kazimierczak et al. (2015) o conteúdo de cafeína de chás verdes 
de produção convencional e orgânicos variaram de 11.18 a 26.10 mg/g. Em chás branco e 
verde têm também sido encontrado diferentes quantidades de teobromina e teofilina 
(UNACHUKWU et al., 2010). 
O conteúdo de cafeína e teobromina encontrados em I. paraguensis cultivadas na 
região do Paraná foram de 5,59 e 1,88 mg/g, respectivamente, totalizando 7,47 mg/g de 
metilxantinas totais (BERTÉ et al., 2011). Enquanto, que os resultados de Schubert et al. 
(2006) mostraram uma variação anual de metilxantinas totais em amostras do estado do Rio 
Grande do Sul com o conteúdo variando de 1,77 até 10,37 mg/g. Enquanto, que na avaliação 
da extração a quente e a frio de diferentes chás herbais, Rodrigues et al., (2015) determinaram 
valores de cafeína em B. trimera variando de 39.74-47.35 mg/L. 
 
1.4 Benefícios à saúde 
 
A presença dos compostos bioativos em chás está correlacionado aos efeitos 
benéficos. Entre os efeitos mais relatados na literatura inclui a atividade antioxidante das 
ervas utilizadas no preparo dos chás. Morais et al. (2009) verificaram a atividade antioxidante 
in vitro de chás e condimentos de grande consumo no Brasil, entre as ervas utilizadas para 
chás P. boldus, M. recutita, C. citratus, B. trimera, e C. sinensis (fermentado e não-
fermentado) foram avaliados. Entre todos os chás analisados C. sinensis apresentou a maior 
atividade contra o sequestro de radicais livres (método do DPPH). Leenen et al. (2000) 
investigaram o efeito do consumo de chá preto e verde na atividade antioxidante no plasma de 
21 voluntários saudáveis, e foi verificado um aumento significativo na atividade antioxidante, 
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atingindo níveis máximos depois de 60 min de consumo, com o maior aumento observado 
para o consumo de chá verde. 
Em busca de novas aplicações na indústria de alimentos, os chás também podem ser 
utilizados como conservantes antimicrobianos naturais. Em seu estudo Oh et al. (2013) 
verificaram que o chá verde teve potencial antimicrobiano contra Streptococcus mutans, 
Streptococcus sobrinus, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, e S. entérica. Entretanto, o 
chá mate foi mais positivo contra as bactérias gram-positivas. Enquanto que, Tsai et al. (2008) 
apresentou que extratos de onze diferentes ervas podem ter também atividade microbiana 
contra bactérias cariogenicas (S. mutans e S. sanguinis). 
Entre os outros efeitos benéficos a saúde pode se relatar que os chás proporcionam: 
efeitos antimutagenico (BUNKOVA; MAROVA; NEMEC, 2005), anticâncer e antiapoptótica 
(CAI et al., 2004; EL-BESHBISHY et al., 2011), neuroprotetivo (MENDEL; YOUDIM, 
2004), hiperglicêmico e anti-hiperglicêmico (ABEYWICKRAMA; RATNASOORIYA; 
AMARAKOON, 2011), anti-inflamatórios (CHAUDHURI et al., 2005), e anti-hipertensão 
(RANILLA et al., 2013). Estas atividades biológicas estão associadas em parte a atividade 
antioxidante dos compostos químicos presentes nos chás, principalmente os flavonóides. 
 
1.5 Métodos químicos de atividade antioxidante in vitro 
 
No contexto, tem-se sugerido um aumento no consumo de uma dieta rica em 
antioxidantes para redução dos riscos a saúde. Assim, uma atenção vem sendo dada a 
capacidade antioxidante dos produtos naturais, principalmente os de principal consumo pelas 
pessoas (LÓPES-ALARCÓN; DENICOLA, 2012). Nos últimos anos, uma grande quantidade 
de métodos espectrofotométricos tem sido adotados para medir os níveis de atividade 
antioxidantes in vitro. Entre, os mais comuns encontrados na literatura para a determinação da 
atividade antioxidante em chás destaca-se o DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazil), ABTS ((2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)), FRAP (potencial antioxidante de redução 
do ferro), CUPRAC (capacidade antioxidante de redução do cobre) e ORAC (capacidade de 
absorção de radicais de oxigênio). 
A maioria dos métodos empregados apresenta o mesmo principio, onde um radical 
colorido sintético é empregado e/ou um compostos redox-ativo é gerado, e a habilidade da 
amostra biológica de eliminar o radical ou reduzir o composto redox-ativo é monitorado por 
espectrofotômetro (UV-Vis-Fluorescência), e assim para a quantificação da atividade 
antioxidante pode ser usado um padrão apropriado, por exemplo, trolox e assim, os resultados 
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serão expressos em equivalente massa de trolox (FLOEGEL et al., 2011). Além disso, os 
métodos podem ser divididos pelos diferentes mecanismos que são: transferência do átomo de 
hidrogênio (TAH), transferência simples de elétrons (TSE) e/ou a mistura entre TAH e TSE 
(CRAFT et al., 2012). 
O mecanismo de transferência do átomo de hidrogênio funciona quando o extrato 
vegetal com propriedade antioxidante inibirá o radical livre através da doação dos átomos de 
hidrogênio e tornando mais estável o radical livre (Equação 1) (CRAFT et al., 2012). 
Portanto, o teste ORAC avalia a função do composto antioxidante tem em inibir o consumo 
da molécula alvo mediante o radical peroxil (por exemplo, AAPH) (LÓPEZ-ALARCÓN; 
DENICOLA, 2013). Nesta medida a capacidade antioxidante é avaliada pela área sob a curva 
(AUC) do perfil cinético do consumo da molécula alvo. 
 
                                                 (𝑛)RO2
• + ArOH → (𝑛)ROOH + ArO•                                   (1) 
 
Outro possível mecanismo que pelo qual um composto antioxidante pode desativar 
um radical livre é pela transferência de elétrons, no qual o antioxidante transfere um simples 
elétron para o ROS (Reactive oxygen specie). Então, o radical catiônico resultante é 
desprotonado pela interação com a água e o resultado final da reação é o mesmo de uma 
reação de transferência do átomo de hidrogênio em termos na eliminação de radicais, portanto 
se o [ArOH]
•+
 se mantiver estável pode agir em determinados extratos (WRIGHT; 
JOHNSON; DILABIO, 2001).  
 
                                              (𝑛)RO2
• + ArOH → (𝑛)RO2
− + [ArOH]•+                                  (2) 
                                                [ArOH]•+ + H2O ↔ ArO
• + H3O
+                                          (3) 
                                                  RO2
− + H3O
+ ↔ ROOH + H2O                                              (4) 
 
FRAP e CUPRAC são exemplos de métodos de transferência de elétrons, no qual se 
objetiva avaliar a capacidade da amostra na transferência de elétrons dos íons de ferro e cobre 
em um meio aquoso, respectivamente. O reativo de FRAP usa a reação do complexo ferro 
com tripiridil triazina (Fe
III
-TPTZ) com os antioxidantes (BENZIE; STRAIN, 1996), 
enquanto que o CUPRAC determina a habilidade da amostra reduzir o complexo cobre-
neocuproina (Cu
II
-Nc) (APAK et al., 2007). O método por FRAP mostra algumas 
desvantagens, como o fato que o método requer um meio ácido (pH 3,6), que é distante do pH 
fisiológico e apresenta uma reação incompleta com polifenóis, enquanto para o CUPRAC a 
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reação é completa para a maioria dos flavonoides e é conduzida a pH 7,0, ou seja melhor 
simulada nas condições fisiológicas (APAK et al., 2007; LÓPEZ-ALARCÓN; DENICOLA, 
2013). 
Como a maioria das reações antioxidantes são caracterizadas seguindo os processos 
químicos de transferência do átomo de hidrogênio (TAH) ou transferência simples de elétrons 
(TSE), estes mecanismos de reação podem, e fazem, ocorrer simultaneamente (CRAFT et al., 
2012). DPPH e ABTS são dois radicais livres estáveis e coloridos que podem apresentar esse 
mecanismo. No qual a solução reativa misturada com o extrato vegetal pode doar um átomo 
de hidrogênio ou transferir um simples elétron, e a forma reduzida do radical é gerada 
seguindo pela perda de cor (ALI et al., 2008). A seguir é mostrado o esquema das reações 
entre ABTS e DPPH para ambos os mecanismos: 
 
ABTS•+(verde a 734 nm)




+ ArO•                 (TSE) 
 
ABTS•+(verde a 734 nm)




+ [ArOH]•+          (TAH) 
 
1.6 Quimiometria aplicada no estudo na ciência e tecnologia de alimentos 
 
Com o avanço da tecnologia no passar dos anos, novas técnicas analíticas tem sido 
desenvolvidas e o número de variáveis e pontos de dados coletados em uma análise cresceram 
muito. Assim, abordagens de análises unidimensionais não são tão adequadas para explorar os 
dados, uma vez que não garantem a determinação da associação entre os dados experimentais 
e obter informações sobre as características intrisecas das matrizes alimentares complexas. A 
fim de ultrapassar esta limitação, métodos quimiométricos são reconhecidos como uma 
valiosa ferramenta em Ciência e Tecnologia de Alimentos de maneira a explorar os dados 
com todas as variáveis/amostras em conjunto (ZIELINSKI et al., 2014). 
 
1.6.1 Análise Mutivariada 
 
O controle de qualidade de alimentos por técnicas estatísticas multivariada tem 
aumentado em muitos campos da engenharia, ciência e tecnologia de alimentos uma vez que 
estas ferramentas são capazes de extrair uma quantidade máxima de informação de dados 
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químicos e instrumentais (GRANATO; KATAYAMA; CASTRO, 2012). Entre as técnicas 
multivariadas podem ser descritas as análises de caráter não supervisionado: análise de 
componente principais (PCA) e a análise hierárquica de agrupamentos (HCA) e entre as 
análises de caráter supervisionado pode-se citar a análise discriminante linear (LDA). Nestas 
análises e nas outras de caracter multivariado, em primeiro momento há a coleta dos dados 
que podem ser adquiridos de diversas técnicas analíticas tal como aceitação sensorial, 
propriedades reológicas, conteúdo de vitaminas, compostos fenólicos, minerais essenciais, 
carotenoides, e bioatividade junto com microrganismos e radicais livres, espectros, entre 
outros. Em seguida, uma importante e decisiva etapa para realização das análises é a 
organização dos resultados experimentais, onde a matriz deve ser definida e estruturada antes 
do uso do software (ZIELINSKI et al., 2014). Em geral, uma transformação dos dados na 
tabela é requerida para fazer sua distribuição simétrica e dar cada variável resposta (coluna) o 
mesmo peso e a mesma importância na análise (WOLD et al., 2001). Se o pré-processamento 
dos dados não for realizado propriamente, deve ocorrer uma extra variação no conjunto de 
dados (ENGEL et al., 2013). Por fim, com o adequado software estatístico escolhido pelo 
analista os diferentes métodos multivariados podem ser realizados (Figura 7). A Tabela 3 
apresenta alguns exemplos do uso das técnicas multivariadas por diferentes autores na 
avaliação de chás. 
 
 




1.6.1.1 Análise de componentes principais (PCA) 
 
A análise de componentes principais (PCA) representa uma das técnicas multivariada 
mais usada, principalmente devido a suas atrativas características, tal como a geração de 
gráfico 2D e 3D que facilita o entendimento da similaridade e diferença entre as amostras. 
PCA é uma técnica não supervisionada que reduz a dimensionalidade da matriz dos dados 
originais em um novo sistema de eixos (componentes principais), retendo a quantidade 
máxima de variabilidade (percentagem da variância explicada), e permite a visualização do 
arranjo original das amostras em um espaço n-dimensional (usualmente duas ou três 
dimensões) para identificar as direções nas quais a maior parte da variância está retida 
(ZIELINSKI et al., 2014). Matematicamente, na análise, a matriz denominada X (matriz com 
os dados) é decomposta em um produto de duas matrizes T (escores) e P (pesos), e mais uma 
E (erros) (SOUZA; POPPI, 2012), como é apresentado na Equação 5: 
 
                                                           X = T.P
T
 + E                                                    (5) 
 
Os escores representam as coordenadas das amostras no gráfico de dispersão 
formado pelas componentes principais. No qual, cada componente principal (PC) é formada 
pela combinação linear das variáveis originais e os coeficientes da combinação são 
denominados pesos. Os pesos são os cossenos dos ângulos entre as variáveis originais e os 
PCs, representanto o quanto cada variável original contribui para uma determinada PC. A 
primeira PC (PC1) é traçada no sentido da maior variação do conjunto de dados, a segunda 
(PC2) ortogonalmente à primeira, com o intuito de descrever a maior percentagem da 
variação não explicada pela PC1 e assim por diante (SOUZA; POPPI, 2012). Portanto, os 
escores representam as relações de similiaridade entre as amostras e a avaliação dos pesos 
permite entender quais variáveis mais contribuem para o agrupamento observado no gráfico 
dos escores. 
 
1.6.1.2 Análise hierárquica de agrupamentos 
 
Outro método de caráter não supervisionado é a análise de agrupamentos hierárquica 
(HCA), que é um procedimento de classificação que envolve um conjunto de métodos 
estatísticos que apresentam similaridade ou mostram características similares. O pressuposto 
inicial é que a proximidade dos objetos no espaço definido pelas variáveis reflete a 
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similaridade das suas propriedades (GIACOMINO et al., 2011). Tipicamente, no método de 
agrupamentos, todas as amostras dentro de um grupo (cluster) são consideradas apresentando 
características similares. O primeiro objetivo da HCA é mostrar os dados de tal maneira que 
os grupos naturais e padrões possam ser mostrados em um espaço 2D (também chamado 
dendrograma). Esta representação gráfica permite a visualização dos grupos e correlações 
entre qualquer amostra ou variáveis simultaneamente, a qual é uma importante vantagem 
positiva sobre os métodos univariados (CRUZ et al., 2011). 
Portanto, como a primeira etapa na HCA é avaliar a similaridade (ou dissimilaridade) 
que é a distancia ou coeficiente de correlação usado para medida da (dis)similaridade, um dos 
métodos usados pode ser através da distância Euclidiana (GIACOMINO et al., 2011). Em 
geral, considera-se p variáveis X1, X2,..., Xp medidas em uma amostra n e os dados observados 
para entre dois objetos i e j podem ser denotados por xi1, xi2,...,xip e xj1, xj2,...,xjp. Assim a 
distância Euclidiana entre estes dois objetos é dado pela Eq. (6) (CORNISH, 2007): 
 




+ ⋯ + (𝑥𝑖𝑝 − 𝑥𝑗𝑝)
2
                     (6) 
 
O segundo passo é agrupar os dados, e para isso uma série de diferentes métodos 
(algoritmos) podem ser usados. Os mais populares métodos são baseados na matrix de 
similaridade, onde os dois objetos mais similares (por exemplo a e b) são identificados e 
substituídos com um novo objeto combinadozx (c). Então, a simililaridade entre o objeto c e 
cada um dos objetos restantes é calculada com procedimentos diferentes (GIACOMINO et al., 
2011). Os principais são: single linkage method, complete linkage method, average linkage 
method, centroid method e Ward’s method (MOOI; SARSTEDT, 2011). 
 
1.6.1.3 Análise Linear Discriminante (LDA) 
 
A análise linear discriminante (LDA) é uma técnica estatística supervisionada usada 
para encontrar combinações lineares que caracteriza ou separa duas ou mais classes de objetos 
(ZIELINSKI et al., 2014). A análise é baseada no cálculo das novas variáveis, chamadas 
funções discriminates, obtidas de combinações lineares das variáveis originais. Estas 
combinações lineares são derivadas, de modo que a melhor indica as diferenças entre as 
classes e em contrapartida com a variação dentro das classes (GIACOMINO et al., 2011). 
Portanto, a LDA está intimamente relacionada à análise de variância e a análise de regressão 
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linear, e tenta expressar uma variável dependente como uma combinação linear de outras 
características ou medidas. A denotação matemática usada para a classificação correta das 
amostras é dada pela aplicação da Eq. (7): 
 
                                    Si (%) = ci + wii*x1 + wi2*x2 +...+wim*xm                                 (7) 
 
onde o subscrito i denota o respectivo grupo, o subscrito 1, 2,..., e m denota as m variáveis; ci 
é uma contante para o i-nésimo grupo, wij é o peso para j-nésima variável na computação da 
escore de classificação para o i-nésimo grupo, xj é o valor observado para os respectivos casos 
para a variável j-nésima e Si é o escore de classificação resultante, dado em porcentagem 
(GRANATO et al., 2014). 
 
1.6.2 Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) 
 
A metodologia de superfície de resposta (RSM) tem importantes aplicações no 
planejamento, desenvolvimento e formulação de novos produtos e além de ser usada para a 
otimização de um processo (ex: extração) (BAS; BOYACI, 2007). Através da análise é 
possível avaliar os efeitos das variáveis (fatores independentes) e suas interações, ao passo 
que a metodologia experimental gera um modelo matemático que descreve o processo 
(BASSANI; NUNES; GRANATO, 2014). Entretanto, antes da aplicação da RSM é necessária 
à escolha de um planejamento experimental para a realização dos experimentos, e para isto, 
diversos tipos têm sido usados como, por exemplo, planejamento experimental de Box-
Behnken e de misturas (simplex-centróide). 
O planejamento de Box-Behnker é uma classe de planejamento de segunda ordem 
baseado no planejamento fatorial incompleto com três níveis. O número de experimentos 
requerido para o desenvolvido é definido como N = 2k(k – 1)+C0, (onde k é o número de 
fatores e C0 é o número de pontos centrais) (FERREIRA et al., 2007). O Box-Behnker, é 
ligeiramente mais eficiente que o composto central e muito mais eficiente que o fatorial 
completo com três níveis onde a eficiência do planejamento é definida com o número de 
coeficiente no modelo estimado dividido pelo número de experimentos (FERREIRA et al., 
2007). 
Outra classe é o planejamento de misturas (simplex-centroide). Este envolve o uso de 
diferentes combinações entre os componentes (fatores) por mudanças das composições das 
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Tabela 1.3 Exemplos do uso de métodos estatísticos multivariados aplicados na avaliação de chás e infusões herbais. 
Amostras Avaliação analítica Aplicação estatística Objetivo Referência 
17 chás herbais consumidos na 
Turquia. 
Minerais.  PCA 
 HCA  
 LDA 
Classificar os chás 
herbais relacionados ao 
conteúdo de minerais. 
Kara (2009). 
18 chás herbais consumidos na 
Tailândia. 
Compostos fenólicos, atividade 




verificar a similaridade 
entre as amostras 
Deetae et al. (2012) 
74 amostras de chás (C. sinensis) Compostos fenólicos  PCA 
 HCA 




Yi et al. (2015) 
54 amostras de chás (C. sinensis) Compostos voláteis  PCA Distinguir o tipo de 
chás 
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Um total de 51 chás brasileiros das espécies Camellia sinensis, Peumus boldus, Matricaria 
recutita, Baccharis trimera, Cymbopogon citratus, Pimpinella anisum, Mentha piperita e Ilex 
paraguariensis foram analisados em termos de compostos fenólicos, cor e capacidade 
antioxidante in vitro, usando os métodos de FRAP e DPPH. Os dados foram analisados 
usando análise de componentes principais (PCA), análise hierárquica de agrupamentos (HCA) 
e analise discriminante linear (LDA). Correlações significaticas (P < 0,01) foram obtidas 
entre atividade antioxidante medida por DPPH e FRAP com os compostos fenólicos totais (r 
= 0,87; r = 0,90, respectivamente) e flavonoides totais (r = 0,79; r = 0,77, respectivamente). 
Os compostos que mostraram correlações significativas (P < 0,05) com a atividade 
antioxidante foram ácido gálico, catequina, epicatequina, procianidina B2, quercitrina e 
cafeína. A PCA foi capaz de checar a similaridade entre as amostras de chás, explicando 50% 
da variabilidade dos dados. Quatro grupos foram sugeridos pela HCA, no qual o Cluster 3 
mostrou os maiores conteúdos de compostos fenólicos totais, flavonoides, atividade 
antioxidante, ácido gálico e cafeína. Todas as amostras incluídas neste grupo foram de 
Camellia sinensis. A capacidade de classificação obtida pela LDA foi de 82,00%, com 100 % 
das amostras de I. paraguariensis, C. citratus, M. recutita e P. boldus corretamente 
classificadas, enquanto que 60 % dos chás de P. anisum, 80% dos de M. piperita e 88,24 % 
dos de C. sinensis foram corretamente classificados. 






Os chás são a segunda bebida mais consumida no mundo depois da água, e tem 
ganhado muita atenção devido aos seus benefícios de promover a saúde, que incluem: os 
efeitos antimutagênico (BUNKOVA; MAROVA; NEMEC, 2005), anticâncer e anti-apotótico 
(CAI et al., 2004; EL-BESHBISHY et al., 2011), neuroprotetivo (MENDEL e YOUDIM, 
2004), hipoglicêmico e antihiperglicêmico (ABEYWICKRAMA; RATNASOORIYA; 
AMARAKOON, 2011), antioxidante (MORAIS et al., 2009), antimicrobiano (OH et al., 
2013), e anti-inflamatório (CHAUDHURI et al., 2005). Estas atividades biológicas estão 
associadas em parte a atividade antioxidante dos compostos químicos presentes em chás, 
especialmente flavonoides e ácidos fenólicos. Assim, a avaliação da quantificação total e 
individual dos compostos fenólicos é essencial para correlacionar a estes efeitos biológicos. 
A caraterização da capacidade antioxidante dos chás é importante para determinar os 
seus benefícios à saúde. Vaquero et al. (2010) avaliaram a associação entre a atividade 
antioxidante (FRAP e DPPH) e o conteúdo de compostos fenólicos totais de infusões de chás 
herbais consumidos na Argentina e observaram altas correlações (r > 0,81, P < 0,05). 
Katalinic, Milos, Jukic (2006) realizaram um screening de 70 extratos de plantas medicinais e 
verificaram uma alta correlação entre a capacidade antioxidante medida por FRAP e os 
compostos fenólicos totais (r = 0,98, P < 0,001). Neste sentido, a efetividade da atividade 
antioxidante depende da espécie de chá, do conteúdo e do tipo de compostos fenólicos 
presentes em cada espécie. Atoui et al. (2005) e Bravo, Goyaa, Lecumberria (2007) 
verificaram que os ácidos fenólicos e seus derivados foram detectados em todas as infusões 
herbais enquanto que a presença de flavonoides variou consideravelmente: catequinas foram 
encontradas presentes principalmentes em Camellia sinensis. Portanto, é importante 
monitorar a composição fenólica e a atividade biológica dos chás consumidos por grande 
parte da população de maneira a correlacionar seus benefícios com a saúde humana. 
O controle de qualidade de alimentos por técnicas estatísticas multivariadas 
(quimiometria) tem aumentado em muitos campos da ciência e tecnologia de alimentos uma 
vez que estas ferramentas são capazes de extrair a quantidade máxima de informação dos 
dados químicos, incluindo composição química e atividade antioxidante de extratos vegetais 
(GRANATO; KATAYAMA; CASTRO, 2012; HOSSAIN et al., 2011; PATRAS et al., 2011). 
Em relação aos chás comerciais, é importante realizar pesquisas que asseguram sua 
composição química e bioatividade, especialmente a capacidade antioxidante, uma vez que os 
consumidores não tem acesso a estes dados. Assim, considerando que os chás são capazes de 
aumentar a capacidade antioxidante no plasma humano e em múltiplos órgãos (BENZIE et al., 
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1999, FREI e HIGDON, 2003), a avaliação de tais produtos é importante para providenciar 
informação sobre sobre suas possibilidades aos benefícios à saúde. Portanto, este estudo teve 
por objetivo avaliar a composição fenólica e a atividade antioxidante in vitro de diferentes 
variedades de chás amplamente comercializados e consumidos no Brasil usando três 
diferentes técnicas estatísticas multivariadas. 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 Reagentes 
Reagente de Folin-Ciocalteau, Trolox (6 -hidroxi - 2,5,7,8 -tetrametilcromano - 2-
carboxílico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), ácido 
gálico, ácido 5-cafeoilquínico, ácido p-coumárico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, 
procianidina B1, procianidina B2, quercetina, quercitrina, e cafeína foram adquiridos da 
Sigma-Aldrich (EUA). Metanol, acetonitrila e ácido acético foram de grau HPLC, enquanto 
que os outros reagentes usados no experimento foram de grau analítico. As soluções aquosas 
foram preparadas usando água ultra pura (Milli-Q). 
 
2.2 Amostras de chás 
Um total de 51 amostras de chás em saquinhos foi adquirido no comércio de Ponta 
Grossa, Brasil: Camellia sinensis (n = 18), Peumus boldus (n = 5), Matricaria recutita (n = 
5), Baccharis trimera (n = 4), Cymbopogon citratus (n = 5), Pimpinella anisum (n = 5), 
Mentha piperita (n = 5), Ilex paraguariensis (n = 4). Vale ressaltar que no Brasil, apenas duas 
marcas compartilham mais que 60% do total das vendas, e as amostras avaliadas neste estudo 
representam bem todos os chás comercializados em todo o país. 
 
2.3 Procedimento de extração 
Inicialmente, 30 g de cada amostra foi misturada e homogeneizada por constante 
agitação (150 rpm). Então, um total de 2,0 g de cada amostra foi extraído com 100 mL de 
água destilada a 80ºC em um frasco de vidro coberto com uma tampa de maneira a evitar a 
evaporação. O procedimento de extração foi conduzido à agitação constante por um período 
de 7,5 minutos. Então, a mistura foi filtrada e os chás foram transferidos para tubos Falcon e 





2.4 Compostos fenólicos totais (TPC) 
Os TPC das amostras de chás foram determinados pela análise colorímetrica usando 
o reagente de Folin-Ciocalteau como descrito por Singleton e Rossi (1965). Em um tubo de 
ensaio, 8,4 mL de água destilada, 100 μL da amostra diluída (1:7) e 500 μL do reativo de 
Folin-Ciocalteau foram adicionados. Depois de 3 min, 1,0 mL do carbonato de sódio foi 
adicionado em cada tubo e o tubo foi agitado por 10 segundos em um vortex. Depois de 1 
hora, a absorbância foi medida usando um espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, 
Shimadzu, Japão) em comprimento de onda de 725 nm. A medida foi comparada com uma 
curva de calibração de ácido gálico [concentração de fenólicos totais = 497,52 x absorbância; 
R
2
 = 0,998; P < 0,001] e os resultados foram expressos como miligrama de equivalente de 
ácido gálico (GAE) por litro de chá [mg GAE/L]. 
 
2.5 Determinação do conteúdo de flavonóides totais (TFC) 
Os TFC foram quantificados em triplicata pelo método colorimétrico do cloreto de 
alumínio (JIA; TANG; WU, 1999). Resumidamente, 250 μL da amostra diluída de chá (1:3) 
foi misturada com 2720 μL de uma solução etanólica (30%) e 120 μL de nitrito de sódio. Esta 
solução foi misturada bem e deixado reagir por 5 min e então 120 μL de uma solução de 
cloreto de alumínio (10%) foi adicionado nos tubos de ensaio e deixado reagir por mais 5 min. 
Então, 800 μL de uma solução de NaOH (1 mol/L) foi adicionado nos tubos e a absorbância 
foi medida contra um reagente branco (etanol) a um comprimento de onda de 510 nm usando 
um espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, Shimadzu, Japão). As medidas foram 
comparadas por uma curva de calibração de catequina (CT) [concentração de flavonoides = 
434,78 x absorbância; R
2
 = 0,999; P < 0.001] e os resultados foram expressos como 
miligrama de equivalentes de catequina (CTE) por litro de chá [mg CTE/L]. 
 
2.6 Medida da atividade antioxidante in vitro 
O potencial antioxidante total das amostras de chás foi determinado em triplicata 
usando método de redução do ferro (FRAP) de acordo com o método proposto por Benzie e 
Strain (1996), com pequenas modificações. A medida é baseada no poder de redução dos 
antioxidantes presentes nos chás, no qual um potencial antioxidante reduz o íon férrico (Fe
3+
) 
para o íon ferroso (Fe
2+
), formando um complexo azul (Fe
2+
/TPTZ), no qual aumenta a 
absorção a 593 nm. Resumidamente, o reagente de FRAP foi preparado pela mistura do 
tampão acetato (300 mM, pH 3,6), com uma solução de 10 mM TPTZ em 40 mM HCl, e 20 
mM FeCl3 na proporção de 10:1:1 (v/v/v). O reagente de FRAP recém-preparado (300 μL) e 
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as amostras de chás diluídas (10 μL) foram adicionados para cada placa e misturados 
vagarosamente por 10 segundos. As medidas foram realizadas usando uma microplacas 
(Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, EUA), e a absorbância foi medida a 
593 nm depois de 30 min. Uma curva padrão [FRAP = 462,96 x absorbância; R
2
 = 0,999; P < 
0,001] foi plotada usando diferentes concentrações de Trolox (100-1000 μmol/L). Os 
resultados foram expressos em μmol de equivalente de Trolox por litro de chá (μmol TE/L). 
Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 
A habilidade dos chás na eliminação dos radicais livres foi determinada em triplicata 
pelo método DPPH de acordo com o método de Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995), 
com mínimas modificações. Este método consiste em determinar a capacidade de doar 
hidrogênio das moléculas e não produzir reações de oxidação em cadeia ou reagir com 
radicais livres intermediários. As amostras diluídas (1:10) foram adicionadas (100 µL) para 
3,9 mL de uma solução metanólica de 125 µmol/L. A absorbância de 517 nm foi medida 
usando um espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, Shimadzu, Japão) depois que a solução 
foi deixada em repouso no escuro por 30 min. Metanol foi usado com um controle negativo 
(branco). A atividade de eliminação dos radicais livres de cada amostra de chá foi calculada 
usando a equação 1: 
         Atividade antioxidante (% inibição) = [1 – (Abs517amostra/Abs517branco)] x 100        (1) 
 
2.7 Atributos de cor 
Os atributos instrumentais de cor (L*, a*, b*) das amostras de chás foram 
determinados por reflactância usando um espectrofotômetro Ultra Scan PRO Hunter Lab. 
(USA). As amostras foram preenchidas em uma célula de 1-cm e L*, a* e b* foram 
determinados usando um Illuminant D65 e um ângulo observado de 10º. Os parâmetros 






 e o ângulo hue (h*) foi calculado por: h* = 
tan
–1
 (b*/a*) + 180° quando a* < 0 e h* = tan
–1
 (b*/a*) quando a* > 0. 
 
2.8 Análise dos compostos fenólicos e cafeína por HPLC 
A análise do perfil dos fenólicos foi baseada na metodologia descritga por Zuo, 
Chen, Deng (2002), com pequenas modificações. Os chás foram filtrados por um filtro 
seringa (0,22 µm de nylon) antes das análises e 10 µL de cada amostra foi injetado. O sistema 
de HPLC (2695 Alliance, Waters, EUA) acoplado com um detector fotodiodo (PDA 2998 
Waters, EUA), uma bomba quartenária e um autoinjetor foi utilizado. A separação foi 
realizada em uma coluna Symmetry
®
 C18 com dimensões de 4,6 mm x 150 mm, 3,5 µm 
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(Waters, EUA) a 20ºC. A fase móvel foi composta do solvente A (2,5% de ácido acético, v/v) 
e do solvente B (acetonitrila). O seguinte gradiente foi aplicado: 3-9% B (0-5 min), 9-16% B 
(5-15 min), 16-36.4% B (15-33 min), seguido por lavagem e recondicionamento da coluna. O 
fluxo foi de 1,0 mL.min
-1
, e as corridas foram monitoradas a 280 nm (ácido gálico, catequina, 
epicatequina, procianidina B1, procianidina B2 e cafeína), 320 nm (ácido 5-cafeoilquínico e 
ácido p-coumárico) e 350 nm (quercetina e quercitrina). A quantificação foi realizada usando 
as curvas de calibração dos padrões. As equações de regressão dos padrões, limite de 
detecção, limite de quantificação, tempo de retenção, e comprimento de onda usados para 
quantificar os compostos fenólicos nas amostras de chás são apresentados na Tabela 1, 








Figura 2.1 Cromatograma obtido para diferentes chás dos compostos fenólicos determinados 
(A) 280 nm de C. sinensis, (B) 320 nm de B. trimera e (C) 350 nm de P. boldus. (I) ácido 
gálico, (II) catequina, (III) cafeína, (IV) epicatequina, (V) procianidina B2, (VI) ácido 5-



















Ácido gálico 3,22 271,5 y = 1,27 E+07 x + 24693 0,999 0,15 0,50 
Ácido 5-cafeoilquínico 9,29 326,9 y = 1,86 E+07 x + 877 0,997 0,19 0,62 
Ácido p-coumárico 15,28 309,6 y = 5,29 E+07 x + 88036 0,999 0,03 0,09 
Catequina 8,80 278,7 y = 6,36 E+06 x + 2309 0,997 0,08 0,28 
Epicatequina 12,45 278,4 y = 5,53 E+06 x + 161 0,997 0,07 0,23 
Procianidina B1 7,08 278,7 y = 4,31 E+06 x – 3176 0,997 0,54 1,81 
Procianidina B2 11,24 279,8 y = 4,80 E+06 x – 2352 0,997 0,17 0,56 
Quercetina 23,50 376,2 y = 1,28 E+06 x + 9269 0,999 0,98 3,26 
Quercitrina 22,24 349,0 y = 1,56 E+07 x + 4352 0,998 0,27 0,89 
Cafeína 10,00 273,9 y = 2,03 E+06 x + 45945 0,999 1,74 5,81 
Nota: LOD: limite de detecção; LOQ: limite de quantificação. 
39 
 
2.9 Análises estatísticas 
Os dados foram apresentados em média ± desvio padrão. Uma aplicação 
quimiométrica composta de análise de componentes principais (PCA), análise hierárquica de 
agrupamentos (HCA) e análise linear discriminante (LDA) foram realizadas no software 
Statistica 7,0 (Stat-Soft, EUA). Antes da aplicação quimiométrica, todas as variáveis foram 
autoescaladas para padronização da importância significativa de todas as respostas. Então, 
uma matriz de amostras (n = 51) e de variáveis (n = 20) foi construída, no qual as amostras 
foram adotadas como linhas e as variáveis em colunas, totalizando 1020 pontos de dados.  
A PCA envolve um procedimento matemático que identifica os padrões nos dados e 
os expressa de maneira a destacar as semelhanças e as diferenças. A PCA foi aplicada para 
separar as amostras de acordo com a composição fenólica, cor e atividade antioxidante. Para 
este proposto, os resultados obtidos para cada parâmetro foram adotados em colunas e as 
amostras de chás em linhas. Eigenvalues maiores que 1,0 foram adotados para explicar a 
projeção das amostras em um gráfico de duas dimensões e a análise foi baseada nas 
correlações lineares (GRANATO et al., 2011). 
HCA é um método preliminar para estudar os conjuntos de dados em busca de 
agrupamentos naturais entre as amostras caracterizadas pelos valores de um conjunto das 
variáveis medidas. Devido ao seu caráter não supervisionado, a HCA é uma técnica de 
reconhecimento de padrões que pode ser usada para revelar a estrutura residente em um 
conjunto de dados. A similaridade das amostras foram calculadas em base da distancia 
Euclidiana, e o método aglomerativo de Ward foi usado para agrupar as amostras. O 
dendrograma impõe uma hierarquia sobre esta similaridade, de modo que é possível ter uma 
visão bidimensional da similaridade ou dissimilaridade de todo o conjunto das amostras 
usadas no estudo (GRANATO; KATAYAMA; CASTRO, 2011). Em ordem de comparar os 
resultados entre os clusters formados, o teste de Levene foi conduzido para checar a 
homogeneidade de variâncias, enquanto que análise de variância (one-way ANOVA) e o teste 
de Fisher foi aplicado para identificar as diferenças entre os clusters. Para as variáveis que as 
variâncias foram não-homogêneas (P < 0,05) o teste não-paramétrico de comparação múltipla 
de Kruskall-Wallis foi usado. Valores de P abaixo de 0,05 foram considerados para rejeitar a 
hipótese nula. 
LDA é uma técnica estatística supervisionada usada para encontrar combinações 
lineares das características no qual caracteriza ou separa duas ou mais classes de objetos. 
LDA é intimamente relacionada à análise de variância e análise de regressão linear, que 
também tenta expressar uma variável dependente como uma combinação linear de outras 
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características ou medidas (STATSOFT, 2013). Com o objetivo de classificar as amostras de 
chás de acordo com as espécies, a análise univariada pelo teste de Fisher foi conduzida 
primeiramente. No presente trabalho, os conteúdos de quercetina, quercitrina, flavonoides, 
catequina, e cromaticidade (C*) foram usados como as variáveis independentes, e o tipo de 
chás foram usados como as respostas. Os escores de classificação, dados em porcentagem, 
para cada caso e para cada grupo foram calculados pela equação (3); 
                    Si (%) = ci + wi1*x1 + wi2*x2 + ... + wim*xm                                           (3) 
no qual  subscrito i denota o respectivo grupo;o subscrito 1, 2, ..., m denota as m variáveis; ci é 
uma constante para o i’ésimo grupo, wij é o peso para o j’ésima variável no cálculo do escore 
de classificação para o i’ésimo grupo; xj é o valor observado para o respectivo processo para a 
j’ésima variável e Si é o escore de classificação resultante, dado em porcentagem. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
O conteúdo de compostos fenólicos totais dos chás brasileiro variaram de 100,45 a 
1034,48 mg GAE/L e o conteúdo de flavonoides de 34,09 a 179,88 mg CTE/L. Os resultados 
par a inibição de DPPH variaram de 12,64 a 68,60% de redução, e os resultados obtidos por 
FRAP de 654,98 a 10331,19 μmoL TE/L (Tabela 2). Atoui et al., (2005) encontraram 
resultados para conteúdo de fenólicos totais de M. piperita, M. recutita e C. sinensis variando 
de 442 a 5067 mg GAE/L. Os resultados encontrado por Gião et al. (2007) para M. recutita e 
B. trimera variaram de 196 a 308 mg GAE/L. A atividade antioxidante (DPPH) avaliada por 
Tsai et al. (2008) de diferentes ervas variou de 6,15 a 94,50% de redução. Os dados 
encontrados por Vaquero et al. (2010) para 13 diferentes ervas mostraram que o conteúdo de 
compostos fenólicos totais variaram de 50,30 a 925,00 mg GAE/L e a atividade antioxidante 
por DPPH variou de 21,50 a 86,50%. 
As propriedades de cor das amostras de chás mostraram diferenças (P < 0,05) entre 
as espécies. Em relação à luminescência (L*), todas as amostras apresentaram baixos valores 
(L* < 26). A intensidade de cor (C*) também mostrou baixos valores, variando de 0,50 a 1,14 
e os valores de hue (h*) variou de 31,17 a 111,63. 
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Tabela 2.2 Atributos de cor, compostos fenólicos totais, flavonoides e capacidade antioxidante in vitro dos chás brasileiros. 
Espécies herbais 
 Preço e atributos de cor Compostos fenólicos Atividade antioxidante 
Preço 
(US$)/10 g 




















1034,48 ± 416,24 179,88 ± 32,41 68,60 ± 22,40 10331,19 ± 4802,91 











716,40 ± 124,19 126,87 ± 50,04 46,91 ± 8,31 4463,75 ± 607,19 











285,96 ± 203,06 45,22 ± 8,04 12,32 ± 7,25 897,37 ± 239,56 











176,60 ± 50,86 58,65 ± 4,61 18,32 ± 9,36 1080,01 ± 196,34 











147,12 ± 30,74 46,35 ± 9,40 17,10 ± 12,68 757,22 ± 133,25 











100,45 ± 16,24 34,09 ± 3,28 14,30 ± 9,63 654,98 ± 49,33 











470,07 ± 208,13 125,57 ± 45,67 35,24 ± 16,42 3464,59 ± 901,86 











672,87 ± 126,25 176,04 ± 40,50 49,66 ± 9,59 5065,75 ± 298,61 




O coeficiente de correlação de Pearson é usado para expressar a força entre duas 
variáveis continuas que são relacionadas uma com a outra. Entretanto, é essencial analisar a 
significância significativa de cada coeficiente de correlação e, de forma prática, isto pode ser 
conseguido por meio do cálculo do valor de P usando a análise de variância. Neste sentido, o 
uso da análise de regressão parece ser um modo adequado para demonstrar como estas 
variáveis estão associadas. 
Usando uma correlação bivariada entre os atributos de cor e as outras variáveis de 
resposta, foi possível observar uma correlação significativa (P < 0,01) entre o conteúdo de 
flavonoides e L* (r = -0,42; R
2 
= 17,64%), e a coordenada a* (r = 0,56, R
2 
= 31,36%), e os 
valores de h* (r = -0,37, R
2 
= 13,69%). Além de ser estatisticamente significativo, o 
coeficiente de correlação apenas mostra uma tendência de como as variáveis respostas estão 
associadas. Em ordem de entender completamente a relação entre as variáveis, o coeficiente 
de determinação (R
2
) foi também calculado. Para flavonoides vs. L*, por exemplo, somente 
17,64% da variância no conteúdo de flavonoides foi explicada quando os valores de L* 
mudaram. 
Os conteúdos individuais dos compostos fenólicos variaram dentro das espécies de 
chás, como observado na Tabela 3. O ácido gálico e procianidina B2 foram encontrados 
somente em chás C. sinensis, e o conteúdo de ácido 5-cafeoilquínico variou de 3,25 a 199,42 
mg/L, ácio p-coumárico de 0,06 a 11,41 mg/L, catequina de 6,67 a 116,65 mg/L, epicatequina 
de 0,27 a 68,55 mg/L, quercetina de 7,49 a 59,77 mg/L, quercitrina de 19,33 a 41,19 mg/L, e 
cafeína de 69,63 a 5485,23 mg/L. Procianidina B1 foi encontrada apenas em P. boldus 
(169,07 ± 46,31 mg/L). Uma maior variação da composição fenólica inter e intra espécies é 
devido às condições de processamento empregado por cada companhia e também por causa 
das diferenças na composição dos chás, onde, cada companhia usa diferentes proporções de 
folhas e ramos. Além disso, a composição fenólica e, portanto a capacidade antioxidante dos 
chás de uma mesma espécie deve ser discrepante devido às diferenças nas condições 





Tabela 2.3 Composição química (mg/L) dos chás comercializados no Brasil. 










Quercetina Quercitrina Cafeína 
Camellia sinensis 
(n = 18) 
198,73 ± 
78,02 
5,22 ± 6,33 n.d 31,76 ± 58,49 
68,55 ± 
105,39 




Peumus boldus  
(n = 5) 
n.d n.d n.d 116,65 ± 40,09 29,94 ± 35,30 
169,07 ± 
46,31 
n.d 7,49 ± 1,34 41,19 ± 9,22 n.d 
Matricaria 
recutita (n = 5) 
n.d 41,51 ± 21,48 n.d n.d n.d. n.d n.d n.d n.d n.d 
Baccharis 
trimera (n = 4) 
n.d 63,43 ± 34,19 
11,41 
±21,28 




citratus (n = 5) 
n.d 37,97 ± 26,17 
0,06 ± 
0,14 
n.d n.d n.d n.d. n.d n.d. n.d 
Pimpinella 
anisum (n = 5) 
n.d 26,24 ± 11,05 n.d n.d n.d n.d n.d n.d 19.33 ± 18.38 n.d 
Mentha piperita 
(n = 5) 
n.d 3,25 ± 5,91 
4,31 ± 
2,46 






 (n = 4) 








Os resultados desta pesquisa mostraram correlações significativas (P < 0,01) entre a 
atividade antioxidante medida por DPPH e FRAP com preço (r = 0,35; r = 0,34, 
respectivamente), e compostos fenólicos totais (r = 0,87 and R
2 
= 75,69%; r = 0,90 and R
2 
= 
81,00%, respectivamente), e flavonoides totais (r = 0,79 and R
2
 = 62,41%; r = 0,77 and R
2
 = 
59,29%, respectivamente). Da mesma forma, Souza et al., (2011) analisaram os compostos 
fenólicos totais de 15 chás herbais comercializados no Brasil, incluindo as espécies de C. 
sinensis, I. paraguarensis, e M. recutita e encontraram r = 0,92. Oh et al. (2013) analisaram 
11 extratos solúveis em água de espécies herbais diversificadas, incluindo I. paraguarensis e 
C. sinensis, e verificaram um coeficiente de correlação de 0,6258 (R
2 
= 39.16%) entre os 
compostos fenólicos totais e a capacidade antioxidante (DPPH). Assim como delineado por 
Lin, Liu e Mau (2008) e Granato, Katayama e Castro (2011), a capacidade antioxidante dos 
flavonoides pode ser devido à presença da dupla ligação no anel C, o que aumenta o poder 
nucleofílico. Além disso, as catequinas representam os principais compostos fenólicos em 
chás de C. sinensis e elas contém uma ligação simples saturada na posição 2 e 3 (Fig. 2). 
Provavelmente, o conteúdo total, a estrutura química e número de grupamentos hidroxila 
presentes nos flavonoides devem ter sido responsáveis pela alta habilidade em eliminar 
radicais livre observados no presente estudo.  
 
   
(a) (b) (c) 
   
(d) (e) (f) 
 
Figura 2.2 Estrutura química de alguns compostos medido nos chás herbais brasileiros: (a) 




Os compostos fenólicos que mostraram correlação significativa (P < 0,05) com 
DPPH e/ou FRAP foram ácido gálico (r = 0,75 e R
2
 = 56,25%; r = 0,79 e R
2
 = 62,41%, 
respectivamente), catequina (r = 0,36 e R
2
 = 12,96%; r = 0,34 e R
2
 = 11,56%, 
respectivamente), epicatequina (r = 0,34 e R
2
 = 11,56%; r = 0,53 e R
2
 = 28,09%, 
respectivamente), procianidina B2 (r = 0,38 e R
2
 = 14,44% somente para FRAP), quercitrina 
(r = 0,31 e R
2
 = 9,61%; r = 0,36 e R
2
 = 12,96%, respectivamente), e cafeína (r = 0,71 e R
2
 = 
50,41%; r = 0,78 e R
2
 = 60,84%, respectivamente). Embora somente alguns compostos 
fenólicos apresentaram correlação com a atividade antioxidante, é interessante notar que as 
interações químicas (sinergismo, antagonismo e efeitos adicionais) entre os vários compostos 
fenólicos deve ter lugar nos chás, como em qualquer outra matriz alimentícia. Estas reações 
químicas são muito usuais em matrizes alimentares tal como chás e devem explicar os 
resultados observados no presente estudo. Uma correlação positiva e significativa (P < 0,001) 
entre conteúdo de cafeína e a atividade antioxidante medida por DPPH e FRAP (r = 0,71, r = 
0,78, respectivamente) foi atingida. Estes resultados estão de acordo com os reportados por 
Shi, Dalal, Jain (1991) que concluíram que a cafeína apresenta boa habilidade de eliminação 
de radicais hidroxilas e atribuíram as propriedades anticarcinogênicas deste composto a sua 
capacidade antioxidante. 
Em nosso estudo, o ácido gálico mostrou diferença significativa (P < 0,001) entre os 
clusters, e uma correlação com a atividade antioxidante medida por DPPH e FRAP (r = 0,75, r 
= 0,79, respectivamente). De acordo com Granato et al. (2011), os ácidos trihidroxibenzóicos, 
tal como o ácido gálico, tem uma elevada atividade antioxidante por causa do poder 
nucleofílico (alta capacidade de redução) de seus três grupos hidroxil disponíveis (Fig. 2). 
No presente estudo, catequina e epicatequina mostraram uma correlação positiva e 
significativa (P < 0,05) com DPPH (r = 0,36, r = 0,34, respectivamente) e FRAP (r = 0,34, r = 
0,53, respectivamente), mas somente o conteúdo de catequina apresentou diferença 
significativa entre os diferentes clusters (P < 0,001). A estrutura química dos flavan-3-óis 
determina uma relativa facilidade de oxidação e atividade de eliminação dos radicais livres. 
Embora a presença dos grupos galoil, o número e a posição dos grupos hidroxil (baseado no 
potencial redox) são reconhecidos em aumentar a atividade antioxidante, enquanto que a 
metoxilação e glicosilação da posição 3 aparantemente inibi a habilidade de redução (ARON; 
KENNEDY, 2008). Neste sentido, procianidina B2 correlacionou-se apenas com FRAP (r = 
0,38, P < 0,01). Tsao et al. (2005) apresentaram que procianidinas apresentam maior 
capacidade antioxidante medida por FRAP quando comparada a DPPH. A capacidade 
antioxidante das procianidinas é devida a presença da unidade catecol no anel aromático B 
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(RIVE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), no qual estabiliza os radicais livres e tem 
habilidade de quelar metais e proteínas, devido a muitos grupos fenólicos o-dihidroxi 
(SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000). 
O conteúdo de quercitrina correlacionou (P < 0,05) com DPPH e FRAP (r = 0,31, r = 
0,36, respectivamente) e a diferença significativa (P < 0,001) na concentração deste composto 
foi também observada entre os clusters. Para flavonóis (quercetina glicosídeos), a combinação 
da fração catecol com a dupla ligação no C2-C3 e 3-OH (Fig. 2) providência uma atividade 
maior na habilidade de eliminar os radicais livres (VAN ACKER et al., 1996). 
A análise de componentes principais foi aplicada em ordem de avaliar os dados dos 
compostos fenólicos determinados por HPLC, compostos fenólicos totais, flavonoides totais, 
capacidade antioxidante e propriedades de cor dos chás brasileiros. A componente principal 1 
(PC1) explicou 31,33% da variância total dos dados e a PC2 explicou 18,67%. Assim, o 
gráfico bidimensional apresentado foi capaz de explicar 50,00% da variabilidade dos dados 
experimentais (Fig. 3). As amostras foram separadas ao longo da primeira componente 
principal pelas diferenças observadas nos compostos fenólicos totais, flavonoides totais, 
DPPH, FRAP, ácido gálico, epicatequina, e cafeína. A segunda PC separou as amostras em 
base dos valores de L*, a*, b*, C* e h*. É notável que todas as amostrs de C. sinensis foram 
localizadas no 2º e 3º quadrante (lado esquerdo), e os chás de P. boldus foram localizados 
perto da origem. Neste sentido, é possível assumir que a PCA foi uma abordagem adequada 
para checar a similaridade entre as amostras de chás. De fato, o gráfico de dispersão fornecido 
pela PCA é muito importante uma vez que projeta todas as amostras em um gráfico 
bidimensional e as comparações podem ser realizadas entre as amostras baseadas nas 




Figura 2.3 Gráfico de dispersão (PC1 vs. PC2) dos principais recursos da variabilidade entre 
as amostras de chás brasileiros. Abreviações: A (Peumus boldus); B (Matricaria recutita); C 
(Baccharis trimera); D (Cymbopogon citratus); E (Pimpinella anisum); F (Mentha piperita); 
G (Camellia sinensis); H (Ilex paraguariensis). 
 
A similaridade das amostras foi avaliada usando a análise hierárquica de 
agrupamentos (HCA) e quatro clusters foram sugeridos (Fig. 4), e as médias de cada variável 
resposta também foram comparadas (Tabela 4). O cluster 1 apresentou as amostras com os 
menores conteúdos de compostos fenólicos totais, flavonoides, quercetina, quercitrina, cafeína 
e atividade antioxidante (Tabela 4). Este cluster foi caracterizado pelas amostras 
principalmente das espécies M. recutita, B. trimera, e C. citratus. Por outro lado, o cluster 3 
mostrou os maiores preço e os maiores conteúdos de compostos fenólicos totais, flavonoides 
totais, atividade antioxidante, ácido gálico e cafeína. Todas as amostras incluídas neste grupo 
foram dos chás de C. sinensis. O cluster 2 e 4 apresentaram características similares no preço, 
propriedades fenólicas e antioxidantes. Estes clusters foram formados pelas amostras das 


























































































Figura 2.4 Dendrograma obtido por análise hierárquica de agrupamentos para os chás 
brasileiros. Abreviações: A (Peumus boldus); B (Matricaria recutita); C (Baccharis trimera); 
D (Cymbopogon citratus); E (Pimpinella anisum); F (Mentha piperita); G (Camellia 
sinensis); H (Ilex paraguariensis). 
 















































Tabela 2.4 Dados agrupados das amostras de chás por preço, propriedades de cor, composição química e atividade antioxidante. 
Respostas Cluster 1 
(n = 19) 
Cluster 2 
(n = 14) 
Cluster 3 
(n = 13) 
Cluster 4 
(n = 5) 
PSD P-valor* P-valor** 
Preço (US$/10 g) 0,88b 0,99ab 1,84a 0,96ab 0,68 <0,001 <0,001 
L* 24,95a 24,14b 24,80a 25,07a 0,51 0,15 <0,001 
a* -0,16c 0,30a 0,08b 0,12ab 0,30 0,26 <0,001 
b* 0,82b 0,31c 1,06a 1,06a 0,42 0,14 <0,001 
Chroma (C*) 0,87b 0,53c 1,11a 1,07ab 0,35 0,12 <0,001 
Ângulo hue (h*) 100,84a 40,50b 89,30a 83,81a 30,68 0,19 <0,001 
Fenólicos totais (mg GAE/L) 199,33b 585,72a 1157,62a 716,40a 457,39 <0,01 <0,001 
Flavonoides totais (mg CTE/L) 51,34b 144,09a 187,70a 126,87ab 67,28 <0,01 <0,001 
DPPH (% redução) 16,29b 46,52a 72,36a 46,91a 27,76 <0,05 <0,001 
FRAP (μmol TE/L) 1023,05b 4999,54a 11537,20a 4463,75ab 5003,08 <0,001 <0,001 
Ácido gálico (mg/L) n.d 60,98b 209,48a n.d 106,15 <0,001 <0,001 
Ácido 5-cafeoilquínico (mg/L) 39,89ab 60,35a 6,71b n.d 65,62 <0,001 <0,001 
Ácido p-coumárico (mg/L) 2,74 1,10 n.d n.d 1,32 0,09 0,62 
Catequina (mg/L) n.d 2,55b 43,29ab 116,65a 49,82 <0,001 <0,001 
Epicatequina (mg/L) n.d 21,55 71,81 29,94 70,04 <0,001 0,19 
Procianidina B1 (mg/L) n.d n.d. n.d 169,07 52,44 NA NA 
Procianidina B2 (mg/L) n.d n.d 5,08 n.d 5,41 NA NA 
Quercetina (mg/L) 3,79b 16,20a n.d 7,48ab 20,32 <0,001 <0,001 
Quercitrina (mg/L) 3,25c 13,65bc 17,25ab 41,19a 17,41 <0,05 <0,001 
Cafeína (mg/L) 14,66b 2118,41a 5696,53a n.d 2767,22 <0,001 <0,001 
Nota: Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão agrupado. * Valores de probabilidade obtidos pelo teste de Levene para homogeneidade de variâncias ou 
teste F, ** valores de probabilidade obtidos por teste t, one-way ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na mesma linha representam diferença significativa. 
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O gráfico de dispersão 2D (root 1 vs. root 2) resultante da aplicação da LDA para os 
dados é apresentado na Figura 5. As variáveis mais discriminantes foram quercetina (Wilks’ 
Lambda = 0,0296, F = 19,53, p < 0,00001), quercitrina (Wilks’ Lambda = 0,0134, F = 5,82, p 
= 0,0001), cromaticidade (Wilks’ Lambda = 0,0099, F = 2,91, p = 0,0154), flavonoides totais 
(Wilks’ Lambda = 0.0365, F = 25.32, p < 0.00001) e catequina (Wilks’ Lambda = 0,0100, F = 
3,01, p = 0,0128). A capacidade de classificação do modelo proposto pela LDA foi de 
82,00%, no qual 100% das amostras de Ilex paraguarensis, Cymbopogon citratus, Matricaria 
recutita, e Peumus boldus foram corretamente classificadas. As amostras de Baccharis 
trimera não foram corretamente classificadas usando as variáveis independentes selecionadas 
no presente estudo. Um total de 60% dos chás de Pimpinella anisum, 80% dos chás de 
Mentha piperita, e 88,24% dos chás de Camellia sinensis foram corretamente classificados 
usando a LDA. Embora um número limite de amostras foram utilizadas, a LDA mostrou ser 
um método adequado para discriminar os chás brasileiros comerciais de acordo com a 
composição fenólica e as propriedades instrumentais de cor. Assim, mais amostras devem ser 
usadas para validar os resultados do nosso trabalho e outras aplicações estatísticas devem ser 























Figura 2.5 Gráfico de dispersão 2D (root 1 vs. root 2) obtido pela análise linear discriminante 
para classificar os chás brasileiros baseado no conteúdo de quercetina, quercetrina, 




Os chás brasileiros de oito diferentes espécies foram analisados para sua composição 
fenólica, propriedades de cor e capacidade antioxidante. Usando a PCA, somente 50% da 
variabilidade dos dados foram explicados, mas uma boa visualização de todos os resultados 
foi obtido. A HCA separou as amostras em quatro clusters e a principal espécie que 
apresentou os maiores conteúdos de compostos fenólicos e atividade de eliminação dos 
radicais livres foi a C. sinensis. Por outro lado, as amostras de M. recutita, B. trimera e C. 
citratus apresentaram os menores valores de atividade antioxidante e compostos fenólicos. A 
LDA foi efetiva na classificação das amostras de I. paraguariensis, C. citratus, M. recutita, P. 
boldus, M. piperita, C. sinensis, e P. anisum baseado no conteúdo de quercetina, quercetrina, 
flavonoides totais, catequina e cromaticidade. Portanto, as técnicas estatísticas multivariadas 
usadas no presente estudo mostraram ser adequadas para monitorar e avaliar a composição 
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O conteúdo desse capítulo foi publicado na revista Journal of Food Science and Technology 
(Anexo II)  
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MODELAGEM MATEMÁTICA DA EXTRAÇÃO DOS COMPOSTOS FENÓLICOS 
E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DAS MISTURAS DOS CHÁS VERDE, 




O objetivo deste estudo foi modelar a extração dos compostos fenólicos e a atividade 
antioxidante in vitro das misturas dos chás verde, branco e preto (Camellia sinensis) usando 
um planejamento simplex-centróide acoplado com análise de regressão múltipla. O chá 
branco mostrou os maiores conteúdos de compostos fenólicos e atividade antioxidante in 
vitro, enquanto que o chá preto apresentou o comportamento oposto. Os menores valores 
encontrados no chá preto são devido à oxidação dos compostos fenólicos durante a 
fermentação. Ácido gálico, ácido 5-cafeoilquínico, epicatequina, epigalocatequina galato, 
epigalocatequina, e epicatequina galato apresentaram uma correlação significativa (P < 0,05) 
com todos os métodos antioxidantes determinados. Todos os modelos matemáticos propostos 
foram significativos (P < 0,05) e mostrarm altos coeficientes de determinação (R
2
adj > 0,80). 
Uma otimização simultânea foi realizada usando a função de desejabilidade para determinar 
as condições ótimas a extração de epicatequina, epigalocatequina galato, epicatequina galato, 
assim como a atividade antioxidante (DPPH e FRAP). Os resultados mostraram que o chá 
branco puro foi a melhor solução para obter o maior conteúdo de antioxidantes. 
Palavras-chave: planejamento simplex-centróide, metodologia de superfície de resposta, 





Os chás (Camellia sinensis L. Kuntze) são originalmente da China sendo que mais 
tarde espalharam para a Índia e o Japão, em seguida para Europa e Rússia, chegando ao novo 
Mundo no final do século 17 (SHARANGI, 2009). Nos dias de hoje, é a segunda bebida mais 
consumida depois da água, e alguns dos mais conhecidos tipos de chás são: o verde, branco e 
o preto. As diferenças observads nestes chás estão relacionados ao tipo de processo no qual 
são submetidos. O chá verde é processado por tosta ou vaporização das folhas imediatamente 
após a sua colheita de maneira que ocorra a inativação das polifenol oxidases (LAMBERT; 
ELIAS, 2010). Assim como o chá verde, o chá branco é um chá não fermentado, entretanto as 
folhas usadas são os novos brotos e as folhas jovens das plantas (PINTO, 2003). Em 
contraste, o processamento do chá preto é realizado com as folhas frescas que são 
fragmentadas e em seguida ocorre a ação das polifenol oxidases que ocasionam a oxidação 
das catequinas (LAMBERT; ELIAS, 2010). 
O consumo dos chás proporciona importantes efeitos benéficos à saúde dos 
consumidores, incluindo os seguintes: efeitos anti-inflamatório, antioxidante, antimicrobiano, 
anticâncer, assim como efeitos protetivos contra degeneração, diabetes tipo 2 e doenças 
cardiovascular (ALMAJANO et al., 2008; YANG et al., 2009; CARLONI et al., 2013; 
PINTO, 2013). Os principais compostos encontrados nos chás que são relatados por 
reportarem estes efeitos são os favan-3-óis (catequinas). Há muitas catequinas presentes nos 
chás de Camellia sinensis, mas os maiores conteúdos de catequinas são as (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina-3-galato 
(ECG) e (-)-epicatequina (EC) (WANG et al., 2000).  
A metodologia de superfície de resposta (RSM) acoplada com a modelagem 
matemática é uma ferramenta estatística adequada para o desenvolvimento de produtos 
funcionais e a extração de compostos bioativos. A RSM tem importantes aplicações no 
projeto, desenvolvimento e formulação de novos produtos alimentícios. É possível avaliar os 
efeitos das variáveis (fatores independentes) e suas interações (interações binárias ou 
ternárias, por exemplo), ao passo que esta metodologia experimental gera um modelo 
matemático que descreve o processo (BASSANI et al., 2014). Uma classe especial de RSM é 
o planejamento de misturas, no qual envolve o uso de diferentes combinações (geralmente 
três ou quatro) entre as componentes (fatores) por mudança na composição das misturas, e 
com isso é possível explorar tais mudanças que teriam um efeito em uma resposta específica. 
Além disto, a significância deste efeito precisa ser analisado pela análise de variância, por 
exemplo (LONNI  et al., 2012). 
55 
 
Baseado no fato que os consumidores estão mais concientes sobre a relação entre o 
consumo de chás e suas funcionalidades, os objetivos deste estudo foram: i) modelar usando 
análise de regressão múltipla, a extração dos compostos fenólicos e a atividade antioxidante in 
vitro das misturas binárias e ternárias dos chás verde, branco e preto de Camellia sinensis e ii) 
otimizar a extração de tais compostos e a atividade antioxidante in vitro de uma mistura de 
chá de C. sinensis usando a otimização mult-resposta. 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 Reagentes 
Reagente de Folin-Ciocalteau, Trolox (6 -hidroxi - 2,5,7,8 -tetrametilcromano - 2-
carboxílico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), ABTS 
(2,2' – azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)), 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina 
(neucuproína), acetato de amônio, cloreto de cobre (II), ácido gálico, ácido 5-cafeoilquínico, 
(+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epigalocatequina galato, (-)-
epicatequina galato, e cafeína foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Metanol, 
acetonitrila e ácido acético foram de grau HPLC, enquanto que os outros reagentes usados no 
experimento foram de grau analítico. 
 
2.2 Amostras de chás 
Amostras autênticas de chás foram gentilmente doadas pela Hebarflora (São Paulo, 
Brasil). De acordo com o fabricante, o chá branco e o chá verde foram importados da China e 
o chá preto da Argentina. Os tamanhos das partículas das amostras foram de 0,40-0,84 mm. 
Um certificado de autenticidade das folhas pode ser obtido diretamente dos processadores. 
 
2.3 Planejamento experimental 
Primeiramente, 100 g de cada chá desidratado foi misturado e homogeneizado em 
agitação constante (150 rpm), e as misturas dos chás foram preparadas de acordo com o 
planejamento simplex-centróide contendo dez diferentes misturas (Tabela 1). Finalmente, um 
total de 2,0 g de cada mistura foi extraído com 100 mL de água destilada a 80 ºC em um 
Erlenmeyer, coberto com uma tampa. O procedimento de extração foi realizado por um 
período de 7,5 min sob agitação. A mistura foi filtada em papel Whatman #1 (qualitativo) e os 
chás foram transferidos para tubos Falcon e imediatamente congelados a -20 ºC até o 




Tabela 3.1 Planejamento simplex-centróide aumentado com dez tratamento para as misturas 
dos chás verde, branco e preto. 
Ensaio experimental X1 [verde] (g) X2 [branco] (g) X3 [preto] (g) 
1 2 0 0 
2 0 2 0 
3 0 0 2 
4 1 1 0 
5 0 1 1 
6 1 0 1 
7 1,334 0,333 0,333 
8 0,333 1,334 0,333 
9 0,333 0,333 1,334 
10 0,67 0,67 0,66 
 
2.4 Determinação dos compostos fenólicos totais (TPC) 
Os TPC das misturas de chás foram analisados em triplicata pelo método 
colorimétrico usando o reagente de Folin-Ciocalteau, como descrito por Singleton e Rossi 
(1965). As análises foram conduzidas em tubos de ensaio, onde 8,4 mL de água destilada, 100 
μL dos chás diluídos (1:10) e 500 μL do reativo de Folin-Ciocalteau foram adicionados. 
Depois de 3 min de reação, 1,0 mL de carbonato de sódio saturado (20% m/v) foi adicionado 
nos tubos e agitado vagarosamente por 10 segundos em um vortex. A absorbância foi medida 
depois de 1 hora usando um espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, Shimadzu, Japão) no 
comprimento de onda de 725 nm. As medidas foram comparadas com uma curva de 
calibração de ácido gálico (GA) e os resultados foram expressos como mg de equivalente de 
ácido gálico (GAE) por litro de chá [mg GAE/L]. 
 
2.5 Determinação do conteúdo de flavonoides totais (TFC) 
Os TFC foram quantificados em triplicata pelo método colorimétrico do cloreto de 
alumínio (JIA; TANG; WU, 1999). Resumidamente, 250 μL da amostra diluída de chá (1:3) 
foi misturada com 2720 μL de uma solução etanólica (30%) e 120 μL de nitrito de sódio. Esta 
solução foi misturada bem e deixado reagir por 5 min e então 120 μL de uma solução de 
cloreto de alumínio (10%) foi adicionado nos tubos de ensaio e deixado reagir por mais 5 min. 
Então, 800 μL de uma solução de NaOH (1 mol/L) foi adicionado nos tubos e a absorbância 
foi medida contra um reagente branco (etanol) a um comprimento de onda de 510 nm usando 
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um espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, Shimadzu, Japão). As medidas foram 
comparadas por uma curva de calibração de catequina (CT) [concentração de flavonoides = 
434,78 x absorbância; R
2
 = 0,999; P < 0.001] e os resultados foram expressos como 
miligrama de equivalentes de catequina (CTE) por litro de chá [mg CTE/L]. 
 
2.6 Determinação do conteúdo de taninos (TC) 
A determinação dos TC nos extratos de chás foi realizada em triplicata através do 
método da vanilina-HCl descrito por Broadhurst e Jones (1978). Inicialmente, nos tubos de 
ensaio, 0,5 mL do chá diluído (1:10) foi adicionado para 3 mL do reagente de vanilina (4%, 
m/v, vanilina em metanol) e misturado em vortex. Em sequência, 1,5 mL do HCl concentrado 
foi adicionado e agitadado novamente em vortex. A absorbância foi medida usando um 
espectrofotômetro (modelo Mini UV 1240, Shimadzu, Japão), depois que a solução foi 
deixada em repouso no escuro por 15 min. Uma curva padrão foi plotada e as medidas foram 
comparadas. Os resultados foram expressos como mg de equivalente catequina (CE) por litro 
de chá [mg CE/L]. 
 
2.7 Atividade antioxidante dos chás 
A habilidade na eliminação dos radicais livres pelo método de descolorização do 
radical cátion ABTS foi determinada conforme descrita por Re et al. (1999). As soluções 
estoques incluíram a solução de ABTS (7,4 mmol/L) e a solução de persulfato de potássio 
(2,6 mmol/L). A solução de trabalho foi então preparada pela mistura das duas soluções de 
estoque em igual quantidade e deixada reagir por 16 h à temperatura ambiente (25 ºC) no 
escuro. A solução foi então diluída pela mistura de 1 mL da solução de ABTS com 60 mL de 
metanol para obter uma absorbância de 1,1 a 734 nm usando um espectrofotômetro. As 
misturas de chás diluídas (1:25) foram adicionadas (15 µL) para 285 µL da solução de ABTS. 
A mistura foi mantida no escuro por 2 h, e a absorbância a 734 nm foi medida usando uma 
leitora de microplacas (Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, EUA). Uma 
curva padrão foi plotada usando diferentes concentrações de Trolox (100-1000 μmol/L). Os 
resultados foram expressos em μmoL de equivalente de Trolox pro litro de chá (μmoL TE/L). 
Todas as determinações foram realizadas em triplicatas. 
A habilidade na eliminação dos radicais livres pelo método de DPPH foi determinada 
em triplicata pelo método proposto por Brand-Williams et al., (1995), com pequenas 
modificações. As amostras de chás diluídas (1:11) foram adicionadas (5 µL) para 195 µL de 
uma solução metanólica de DPPH (125 µmol/L). A absorbância foi medida a 517 nm usando 
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uma leitora de microplacas (Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, EUA), 
depois da solução ter sido mantida em repouso no escuro por 30 min. Uma curva padrão foi 
plotada usando diferentes concentrações de Trolox (100-1000 μmol/L). Os resultados foram 
expressos em μmoL de equivalente de Trolox pro litro de chá (μmoL TE/L). 
O potencial antioxidante total das amostras de chás foi determinado em triplicata 
usando método de redução do ferro (FRAP) de acordo com o método proposto por Benzie e 
Strain (1996), com pequenas modificações. O reagente FRAP foi preparado pela mistura do 
tampão acetato (300 mM, pH 3,6), com uma solução de 10 mM TPTZ em 40 mM HCl, e 20 
mM FeCl3 na proporção de 10:1:1 (v/v/v). O reagente de FRAP recém-preparado (300 μL) e 
as amostras de chás diluídas (10 μL) foram adicionados para cada placa e misturados 
vagarosamente por 10 segundos. As medidas foram realizadas usando uma microplacas 
(Epoch microplate spectrophotometer, Synergy-BIOTEK, EUA), e a absorbância foi medida a 
593 nm depois de 30 min. Uma curva padrão foi plotada usando diferentes concentrações de 
Trolox (100-1000 μmol/L). Os resultados foram expressos em μmol de equivalente de Trolox 
por litro de chá (μmol TE/L). Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 
A capacidade antioxidante de redução do cobre (CUPRAC) dos chás foi determinada 
em triplicata de acordo com o método de Apak et al. (2008). Resumidamente, uma alíquota de 
100 μL de chá diluído (1:5) foi misturado com 1 mL de cada solução: solução de CuCl2 (1.0 × 
10
−2
 mol/L), solução alcoólica de neocuproína (7.5 × 10
−3
 mol/L), solução tampão de NH4Ac 
(1 mol/L, pH 7.0), e 1 mL de água para completar o volume final de 4,1 mL. A absorbância 
foi medida contra um branco (água ultra pura) depois de 30 min de reação. O valor de 
CUPRAC das misturas de chás foi quantificado usando uma curva de calibração empregando 
Trolox (90 – 3000 μmol/L) como padrão, e os resultados foram expressos como μmol TE/L. 
 
2.8 Compostos fenólicos individuais e cafeína determinados por HPLC 
Inicialmente, as amostras de chás foram filtradas em filtro seringa de 0,22 μm antes 
das análises e 10 μL de cada amostra foi injetado em um HPLC (2695 Alliance, Waters, 
EUA) acoplado com um detector fotodiodo (PDA 2998 Waters, EUA), uma bomba 
quartenária e um autoinjetor. A separação foi conduzida em uma coluna Symmetry
®
 C18 com 
dimensões de 4,6 mm x 150 mm, 3,5 µm (Waters, EUA) a 20ºC. A fase móvel foi composta 
do solvente A (2,5% de ácido acético, v/v) e do solvente B (acetonitrila). O fluxo de 1,0 
mL.min
-1
 foi usado para as condições do gradiente: 3-9% B (0-5 min), 9-16% B (5-15 min), 
16-36.4% B (15-33 min), seguido por lavagem e recondicionamento da coluna. A 
identificação dos compostos fenólicos foir realizado por comparação do tempo de retenção e 
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dos espectros dos respectivos padrões. Todas as corridas foram monitoradas a 280 nm (ácido 
gálico, catequina, epicatequina, epigalocatequina, epigalocatequina galato, epicatequina 
galato, e cafeína), e 320 nm (ácido 5-cafeoilquínico). A quantificação foi realizada usando as 
curvas de calibração dos padrões. As equações de regressão dos padrões, limite de detecção 
(LOD), limite de quantificação (LOQ), tempo de retenção, e comprimento de onda usados 
para quantificar os compostos fenólicos nas amostras de chás são apresentados na Tabela 2, 
enquanto que um exemplo do cromatograma obtido é apresentado na Figura 1. 
 


















Ácido gálico 3,02 271,5 y = 12709 x + 
24693 
0,997 0,16 0,50 
Ácido 5-
cafeoilquínico 
9,29 326,9 y = 18567 x + 877 0,997 0,20 0,62 
Epicatequina 12,29 279,8 y = 5525 x + 161 0,998 0,07 0,23 
Epigalocatequina 7,58 270,3 y = 1590 x + 919 0,998 0,60 1,82 
Epigalocatequina 
galato 
11,39 275,1 y = 10262 x – 3210 0,999 0,90 2,73 
Epicatequina galato 17,79 278,6 y = 19298 x – 
130036 
0,998 5,30 16,08 
Cafeína 9,74 273,9 y = 2088 x + 
45945 
0,999 1,74 5,81 





Figura 3.1 Cromatograma obtido para a mistura (experimento 7) de chá verde (1,334 g), branco (0,333 g) e preto (0,333 g) para os compostos 
fenólicos determinados a 280 nm. Nota: EGC: epigalocatequina, EGCG: epigalocatequina galato, EC: epicatequina, ECG: epicatequina galato. 
 







































2.9 Análise estatística 
Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. Todas as variáveis 
tiveram sua normalidade checada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variâncias 
pelo teste de Hartley. One-way ANOVA foi realizada para detectar diferença significativa 
entre as amostras de chás para cada análse que foi realizada. Quando diferenças significativas 
foram detectadas pela análise de variância (P < 0,05), o teste de Fisher foi usado para 
comparar as médias. Correlação de Pearson (r) foi usada para avaliar o grau de associação 
entre as variáveis avaliadas. Um valor de p abaixo de 0,05 foi considerado para indicar 
diferença significativa (GRANATO et al., 2014). 
A metodologia de superfície de resposta (RSM) foi usada para modelar a extração 
dos compostos fenólicos e a atividade antioxidante dos chás. Para este proposto, um modelo 
polinomial de segunda ordem foi usado para ajustar os dados experimentais. O modelo 
generalizado para modelar na RSM é mostrado na Equação (1): 
𝑌𝑛(𝑥) = ∑ 𝑏𝑖𝑥𝑖
3
𝑖=1





+ 𝑏𝑖𝑗𝑘 𝑥𝑖𝑥𝑗𝑥𝑘 
Onde Yn é a resposta predita, bi, bij, e bijk são os coeficientes de regressão para os termos 
lineares, quadráticos e cúbico, respectivamente, e xi, xj e xk são as variáveis independentes. A 
significância estatística das equações foi examinada por ANOVA para cada resposta. Os 
termos que não foram significativos pela ANOVA foram removidos do modelo e os dados 
foram reajustados apenas com os parâmetros significativos (P < 0,05), e as superfícies foram 
construídas. A adequação e a qualidade dos modelos foram avaliados pelo coeficiente de 
regressão (R
2
) e seu R
2
 ajustado. Para todos os modelos, a normalidade da análise de resíduos 
foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. 
Depois que os modelos foram construídos, uma otimização simultânea para 
maximizar a atividade antioxidante (DPPH, FRAP) e os conteúidos de EGC, EGCG, e EC 
foram obtidos pela função de desejabilidade proposta por Derringer e Suich (1980). Em 
ordem de verificar o poder de predição dos modelos por comparação dos valores preditos com 
os dados experimentais, procedimentos experimentais foram realizados e os resultados foram 
avaliados pelos intervalos de predição ao nível de 95%. Todas as análises estatísticas foram 




3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Composição química 
Os compostos fenólicos totais, flavonoides totais, e o conteúdo de taninos das 
misturas dos chás variam estatisticamente (P < 0,001) de 1369,70 a 2248,49 mg GAE/L, de 
219,94 a 320,23 mg CTE/L, e de 584,93 a 1372,93 mg CTE/L, respectivamente (Tabela 3). 
Entre todas as amostras avaliadas entre as misturas e os chás individuais, o chá branco foi o 
que mostrou os maiores conteúdo de fenólicos, enquanto que o chá preto apresentou as 
menores concentrações. Os resultado de TPC e TFC foram de acordo com Rusak et al., (2008) 
que avaliou diferentes condições de extração nos chás brancos e verde. A comparação entre a 
composição química de diferentes amostras de chás está ainda sob debate. Enquanto alguns 
autores clamam que o chá verde apresenta um maior conteúdo de compostos fenólicos em 
comparação a outros tipos de chás (GORJANOVIC et al., 2012), outros autores tem concluído 
que os fenólicos e a capacidade antioxidante são maiores em chás menos processados 
(processos de fermentação), tal como os chás branco e verde (VENDITTI et al., 2010), e 




Tabela 3.3 Fenólicos totais, flavonoides, conteúdo de taninos e atividade antioxidante in vitro das misturas dos chás de C. sinensis. 










1 1460,61ef ± 45,76 250,67d ± 1,00 819,60g ± 16,00 9420,83c ± 600,56 4930,44d ± 92,28 8574,54c ± 131,99 13312,17f ± 380,53 
2 2248,49a ± 146,96 320,23a ± 2,66 1372,93a ± 6,11 12233,33a ± 538,86 8866,00a ± 721,32 12319,96a ± 171,75 22544,03a ± 257,09 
3 1369,70f ± 34,42 219,94e ± 3,62 584,93i ± 14,05 3795,83f ± 753,46 1227,11g ± 173,28 4696,34g ± 75,65 9778,19h ± 275,53 
4 1921,21c ± 40,99 287,77b ± 5,59 1166,27b ± 30,55 11233,33ab ± 702,49 8841,56a ± 405,55 9687,18b ± 57,19 18357,37c ± 677,35 
5 1739,39d ± 73,48 270,38c ± 5,59 920,93e ± 8,33 10275,00bc ± 720,79 5957,11c ± 148,19 7388,64e ± 199,22 16699,17d ± 627,26 
6 1557,58e ± 41,99 252,41d ± 5,59 723,60h ± 24,33 5754,17e ± 771,40 2571,56f ± 340,69 6102,01f ± 265,05 11895,10g ± 336,57 
7 1727,27d ± 72,16 244,29d ± 7,24 907,60f ± 69,40 9379,17c ± 538,86 6336,00bc ± 300,13 7617,58e ± 131,04 14594,07e ± 480,17 
8 2051,52b ± 73,48 292,41b ± 2,66 1120,93c ± 26,63 9754,17c ± 469,10 8707,11a ± 260,14 9870,33b ± 320,09 19656,87b ± 829,66 
9 1724,24d ± 77,32 266,32c ± 6,58 704,93h ± 46,36 7816,67d ± 745,65 3867,11e ± 244,14 6225,64f ± 140,98 12765,37fg ± 387,02 
10 1796,97d ± 18,92 262,26c ± 4,60 984,93d ± 2,31 10191,67bc ± 252,59 6776,00b ± 444,56 7965,57d ± 154,39 15928,87d ± 770,24 
P 
(Normalidade)* 
0,48 0,35 0,21 0,06 0,10 0,24 0,34 
P (Hartley)** 0,43 0,64 0,07 0,97 0,39 0,63 0,82 




Os compostos individuais também variaram significativamente (P < 0,001) entre as 
dez misturas de chás (Tabela 4). O ácido gálico variou de 152,16 (chá verde) a 306,86 mg/L 
(chá branco), o ácido 5-cafeoilquínico de 0,97 (chá preto) a 3,83 mg/L (chá branco), a cafeína 
de 4164,96 (chá verde) a 5775,51 mg/L (chá branco), a epicatequina de 37,64 (chá preto) a 
227,62 mg/L (chá branco), a epigalocatequina de 0 (chá preto) a 336,99 mg/L (chá branco), a 
epigalocatequina galato de 0 (chá preto) a 639,04 mg/L (chá branco), e a epicatequina galato 
de 0 (chá preto) a 230,71 mg/L (chá branco). Como observado anteriormente em outros 
resultados, o chá branco também mostrou os maiores níveis de fenólicos individuais quando 
avaliados por HPLC, e os menores conteúdos foram encontrados nas amostras de chá preto. A 
menor quantidade de flavan-3-óis no chá preto é devido à oxidação durante a fermentação do 
chá, no qual é um fenômeno de bioconversão das catequinas pelas polifenol oxidases em 
dímeros de catequinas (LAMBERT; ELIAS, 2010). 
O conteúdo de catequinas nas amostras avaliadas no presente estudo foram de acordo 
com os resultados encontrado por Wang et al. (2000) para os diferentes chás e seus produtos 
consumidos na China, com conteúdos variando de 14,50 a 55,80 mg/L (EC), de 9,00 a 362,00 
mg/L (EGC), de 9,50 a 326,00 mg/L (EGCG), e de 11,90 a 50,30 mg/L (ECG). Entretando, os 
resultados para infusão a quente de chás brancos mostrado por Damiani et al. (2014) foram 
menores que os determinados no presente estudo para EGCG (0,80 a 30,30 mg/L) e ECG 
(7,00 a 41,40 mg/L). As variações nos resultados dos compostos fenólicos para os mesmos 
tipos de chás deve ser devido às diferenças observadas no clima e solo, tempo de colheira, 
estágio de desenvolvimento, parte das plantas usadas, tamanho das partículas, tempo e forma 




Tabela 3.4 Compostos fenólicos individuais determinados por HPLC das misturas ternárias de chás. 

















 ± 0,86 2,30
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 ± 3,00 297,67
g
 ± 5,10 81,53
g
 ± 2,10 
2 306,86
a
 ± 1,02 2,64
d






 ± 4,11 336,99
a
 ± 1,75 639,04
a
 ± 11,47 230,71
a
 ± 3,67 
3 152,21
h
 ± 0,61 0,97
h






 ± 0,83 ND ND ND 
4 243,41
c
 ± 0,44 3,83
a






 ± 5,70 134,55
g
 ± 0,68 482,73
c
 ± 5,18 160,44
c
 ± 0,38 
5 235,60
d
 ± 0,86 2,90
c










 ± 0,96 348,45
e
 ± 6,55 137,39
d
 ± 1,53 
6 168,13
g
 ± 1,67 1,60
g










 ± 0,34 213,07
i
 ± 1,24 66,40
h
 ± 1,27 
7 184,60
f
 ± 1,72 2,95
c






 ± 4,80 183,24
e
 ± 3,06 320,09
f
 ± 1,69 97,54
f
 ± 0,61 
8 252,76
b
 ± 1,79 3,57
b










 ± 4,23 530,96
b
 ± 5,13 180,08
b
 ± 0,99 
9 204,58
e
 ± 0,65 1,85
f




 ± 3,00 108,97
h
 ± 1,68 223,27
h
 ± 1,46 84,29
g






 ± 1,68 2,57
d






 ± 2,07 212,03
d
 ± 5,06 381,81
d
 ± 6,66 133,91
e
 ± 1,50 
P 
(Normalidade)* 
0,06 0,29 0,11 0,07 0,24 0,17 0,22 
P (Hartley)** 0,67 0,13 0,15 0,12 0,11 0,23 0,31 
P 
(ANOVA)*** 
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Nota: Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão.* Valores de probabilidade obtidos pelo teste de Shapiro-Wilk para normalidade, ** Valores de 
probabilidade obtidos pelo teste de Hartley (teste F) para homogeneidade de variâncias, *** Valores de probabilidade obtidos par one-way ANOVA. Letras diferentes na 




3.2 Atividade antioxidante 
A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de ABTS, DPPH, FRAP, e 
CUPRAC e variaram significativamente (P < 0,001) de 4420,83 a 12233,33 μmol TE/L, de 
1227,11 a 8866,00 μmol TE/L, de 4696,34 a 12319,96 μmol TE/L, e de 9778,19 a 22544,03 
μmol TE/L, respectivamente. O chá branco nestes testes foi o qual apresentou a maior 
atividade antioxidante (Tabela 3). 
Os resultados encontrados para atividade antioxidante variaram em relação a cada 
método devido à diferença relativa na capacidade antioxidante dos compostos fenólicos nos 
extratos. A ação do ABTS e do DPPH são caraterizados pela mistura dos mecanismos 
(transferência do átomo de hidrogênio e transferência simples de elétron) onde estes 
mecanismos podem ocorrer simultaneamente (CRAFT et al., 2012). No nosso estudo, os 
métodos mostraram uma correlação alta e significativa (rDPPH/ABTS = 0,93, P < 0,001), 
entretanto os resultado mostraram que a atividade antioxidante determinada por ABTS foi 
mais significativa que por DPPH (Tabela 3). De acordo com Kim et al. (2002), as vantagens 
na medida da ABTS é que o radical ABTS pode dissolver em fases aquosas ou orgânicas, ao 
contrário que o radical DPPH apenas pode ser solubilizado em meio orgânico. Portanto, está 
característica do ABTS pode ser aplicado para ambos compostos com característica 
hidrofílica ou hidrofóbica de extratos alimentares ou fluídos biológicos. 
De acordo com Craft et al. (2012), FRAP e CUPRAC são similares porque estas 
medidas são caracterizadas pela transferência simples de elétrons, resultando na redução de 
um íon metálico. Embora, o método FRAP apresenta algumas desvantagens em relação ao 
CUPRAC. Estas desvantagens incluem o fato de que o FRAP tem uma reação incompleta 
com os polifenóis antioxidantes, enquanto que o CUPRAC apresenta uma oxidação completa 
para os mais comuns flavonoides (APAK et al., 2007). Portanto, o CUPRAC mostra os 
maiores valores da capacidade antioxidante comparado com a medida de FRAP (Tabela 3). 
Uma alta e significativa correlação foi também observada entre as medidas (rFRAP/CUPRAC = 
0,94, P < 0,001). 
O consumo dos chás está associado com os benefícios à saúde, particularmente 
devido a sua capacidade antioxidante. Leenen et al. (2000) realizaram a investigação do efeito 
no consumo de chá verde e preto na atividade antioxidante no plasma sanguíneo (medida 
realizada por FRAP) de 21 voluntários saudáveis. Os voluntários receberam uma simples dose 
de chá verde e preto (2 g de chá em 300 mL de água) e quatro amostras de sangue foram 
coletados a cada trinta minutos. O consumo de chás resultou em um aumento significativo (P 
< 0,001) na atividade antioxidante, atingindo o nível máximo em aproximadamente 60 min, 
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com o maior aumento observado para o consumo do chá verde. De acordo com Rietvel e 
Wiseman (2003), um número substancial de estudos em humanos tem demonstrado um 
aumento na capacidade antioxidante em humanos em aproximadamente 1 h depois do 
consumo de moderadas quantidades de chá verde e preto (1-3 copos/dia). 
 
3.3 Análise de correlação 
Uma correlação significativa (P < 0,001) foi observada entre os compostos fenólicos 
totais e os flavonoides totais (r = 0,90) e o conteúdo de taninos (r = 0,93). Os TPC, TFC e TC 
foram também correlacionados significativamente (P < 0,05) para ABTS (rTPC/ABTS = 0,78 E 
rTC/ABTS = 0,83), DPPH (rTPC/DPPH = 0,88, rTFC/DPPH = 0,66, rTC/DPPH = 0,95), FRAP (rTPC/FRAP = 
0,86, rTPC/FRAP = 0,67, rTPC/FRAP = 0,96), e CUPRAC (rTPC/CUPRAC = 0,95, rTFC/CUPRAC = 0,83, 
rTC/CUPRAC = 0,98). Em um recente estudo, Gorjanovic et al. (2012) reportaram os resultados 
de seis diferentes chás (verde, amarelo, branco, oolong, preto e mate) que mostraram 
correlação entre os compostos fenólicos totais e FRAP (r = 0,87, P < 0.05), e DPPH (r = 0,81, 
P = 0,05), embora uma correlação significativa não foi observada ao nível de 5% entre 
fenólicos totais e ABTS. Entretanto, Carloni et al. (2013) encontrou uma correlação 
significativa (P < 0,01) entre fenólicos totais/flavonoides totais com ABTS (r = 0,87, r = 0,44, 
respectivamente) para os chás branco, verde e preto. 
De acordo como os nossos resultados (Tabela 3), e com os reportados por Almajano 
et al. (2008), o ácido gálico é o mais abundante ácido fenólico encontrado nos chás. No 
presente estudo, este composto mostrou uma correlação positiva e significativa (P < 0,01) 
com as medidas antioxidantes por ABTS (r = 0,76), DPPH (r = 0,81), FRAP (r = 0,81), e 
CUPRAC (r = 0,94). O ácido 5-cafeoilquínico (CQA) também mostrou uma correlação 
significativa (P < 0,03) com os métodos antioxidantes (rCQA/ABTS = 0,82, rCQA/DPPH = 0,92, 
rCQA/FRAP = 0,71, rCQA/CUPRAC = 0,77). A atividade antioxidante dos ácidos fenólicos tal como 
o ácido gálico e o ácido 5-cafeoilquínico é devido aos seus número e posição dos grupos 
hidroxil em relação ao anel aromático, ao tipo de ligação, a posição dos grupos hidroxil, e o 
tipo de substituintes no anel aromático. Além disso, o pH e a solubilidade dos ácidos 
fenólicos também são importantes na atividade antioxidante total destes compostos na matriz 
(GULÇIN, 2012)Os flavonoides são os principais compostos responsáveis pela atividade 
antioxidante nas plantas. No nosso estudo, a atividade antioxidante in vitro correlacionou 
significativamente (P < 0,01) com epicatequina (rEC/ABTS= 0,87, rEC/DPPH= 0,86, rEC/FRAP= 0,94, 
rEC/CUPRAC= 0,90); epigalocatequina (rEGC/ABTS= 0,79, rEGC/DPPH= 0,77, rEGC/FRAP= 0,89, 
rEGC/CUPRAC= 0,80); epigalocatequina galato (rEGCG/ABTS= 0,91, rEGCG/DPPH= 0,96, rEGCG/FRAP= 
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0,96, rEGCG/CUPRAC= 0,98); e epicatequina galato (rECG/ABTS= 0,90, rECG/DPPH= 0,93, rECG/FRAP= 
0,93, rECG/CUPRAC= 0,99). A atividade antioxidante dos flavan-3-óis é devida a presença dos 
grupos galoil, a posição e o número dos grupos hidroxil (baseado no potencial redox), embora 
a metoxilação e glicosilação da posição 3 inibi a capacidade de redução (ARON; KENNEDY, 
2008). Cai et al. (2006) avaliaram tradicionais plantas medicinais da China e mostraram que a 
atividade antioxidante dos flavan-3-óis foi na seguinte ordem: epigalocatequina galato 
(EGCG) > epicatequina galato (ECG) > epigalocatequina (EGC) > epicatequina (EC). A 
maior atividade da EGCG e ECG é por causa da estrutura catecol adicionada (grupo 3-galoil), 
no qual aumenta significativamente a atividade antioxidante. 
No presente estudo, ao contrário que foi observado para os compostos fenólicos, a 
cafeína apenas mostrou correlação significativa com DPPH (r = 0,64, P = 0,047) e CUPRAC 
(r = 0,78, P = 0,008). Em um estudo comparatico de diferentes chás brasileiros, incluindo C. 
sinensis, realizado por Zielinski et al. (2014), a cafeína apresentou uma correlação 
significativa (P < 0,001) com DPPH (r = 0,71) e FRAP (r = 0,78). 
 
3.4 Modelos de regressão múltipla (RSM) 
A RSM tem sido usada em muitos estudos para otimizar a extração de compostos 
bioativos em matérias vegetais. Usando um planejamento Box-Behnken, Maran et al. (2013) 
desenvolveram um processo supercrítico para a extração dos fenólicos totais, flavonoides, 
taninos, e atividade antioxidante das folhas de chás (Camellia sinensis). Os modelos foram 
encontrados pela RSM e o estudo da otimização usando a metodologia de Derringer foi 
realizado com a combinação de todas as variáveis independentes. Um ponto ótimo foi 
sugerido de maneira a maximizar a extração destes compostos. De maneira a verificar a 
influencia das misturas binárias e ternária dos chás (verde, branco e preto), a RSM foi usada 
para modelar os efeitos (Fig. 2), e os modelos matemáticos foram obtidos para predição da 












  2200 
  2100 
  2000 
  1900 
  1800 
  1700 
  1600 

















  320 
  300 
  280 
  260 

















  1400 
  1200 
  1000 
  800 

















  12000 
  11000 
  10000 
  9000 
  8000 
  7000 



























  9000 
  8000 
  7000 
  6000 
  5000 
  4000 

















  11000 
  10000 
  9000 
  8000 
  7000 

















  22000 
  20000 
  18000 
  16000 
  14000 

















  300 
  280 
  260 
  240 
  220 
  200 



























  3.5 
  3 
  2.5 
  2 
  1.5 

















  5600 
  5400 
  5200 
  5000 
  4800 

















  200 
  160 
  120 
  80 

















  300 
  250 
  200 
  150 
  100 























    
Figura 3.2 Gráficos das superficies de resposta para mostrar os efeitos dos chás verde, branco e preto no conteúdo de (A) compostos fenó licos 
totais, (B) flavonoides totais, (C) taninos, (D) ABTS, (E) DPPH, (F) FRAP, (G) CUPRAC, (H) ácido gálico, (I) ácido 5-cafeoilquínico, (J) 
cafeína, (K) epicatequina, (L) epigalocatequina, (M) epigalocatequina galato, (N) epicatequina galato. 
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Tabela 3.5 Equações de regressão para os compostos fenólicos totais e individuais e atividade 
antioxidante in vitro como resultado da combinação dos chás verde, branco, e preto. 
Variaveis Equações Número da 
equação 
Compostos bioativos 
TPC Y = 1,569.29 𝑋1 + 2,261.99 𝑋2 + 1,447.35 𝑋3 (2) 
TFC Y = 229.73 𝑋1 + 318.48 𝑋2 + 251.77 𝑋3 (3) 
TC Y = 864.08 𝑋1 + 1,368.88 𝑋2 + 558.48 𝑋3 (4) 
Ácido gálico Y =  159.86 𝑋1 + 307.93 𝑋2 + 164.01 𝑋3 (5) 
Ácido 5-cafeoilquínico Y =  2.30 𝑋1 + 2.74 𝑋2 + 0.87 𝑋3 + 5.11 𝑋1𝑋2
+ 3.87 𝑋2𝑋3 
(6) 
Cafeína Y =  4,215.68 𝑋1 + 5,783.82 𝑋2 + 4,960.77 𝑋3
+ 1,613.03 𝑋1𝑋2 
(7) 
Epicatequina Y = 131.29 𝑋1 + 210.90 𝑋2 + 31.19 𝑋3 (8) 
Epigalocatequina Y =  230.06 𝑋1 + 337.32 𝑋2 − 580.00 𝑋1𝑋2




Y = 0.32 𝑋1 + 0.66 𝑋2 (10) 
Epicatequina galato Y = 0.09 𝑋1 + 0.24 𝑋2 (11) 
Atividade antioxidante 
ABTS Y =  9,269.99 𝑋1 + 12,766.47 𝑋2 + 5,101.38 𝑋3 (12) 
DPPH Y =  4,869.22 𝑋1 + 8,852.75 𝑋2 + 1,095.43 𝑋3
+ 9,242.81 𝑋1𝑋2 + 4,970.30 𝑋2𝑋3 
(13) 
FRAP Y =   8,087.98 𝑋1 + 11,759.93 𝑋2 + 4,280.79 𝑋3 (14) 
CUPRAC Y =  13,578.69 𝑋1 + 23,007.52 𝑋2
+ 10,064.92 𝑋3 
(15) 




Os modelos propostos para os compostos fenólicos totais, flavonoides totais, e 
conteúdo de taninos foram significativos (P < 0,001), e a análise de resíduos mostrou uma 
distribuição normal (P > 0,05) e pode explicar mais que 89% da variância total dos dados com 
o R
2
 ajustado > 0,86 (R
2
 ajustado é uma correção do R
2
, levando em conta os graus de 
liberdade que envolve a soma total dos quadrados e a soma dos quadrados da regressão). 
Todos os efeitos lineares nos modelos contribuíram positivamente (P < 0,05) na extração 
(Tabela 5). 
Os compostos fenólicos individuais determinados por HPLC também foram 
modelados. Os modelos para o ácido gálico (Eq. 5) foi significativo (F = 105,78, P < 
0,00001), e foi capaz de explicar 96,80% do total dos dados (R
2
adj = 0,9588). O modelo para o 
ácido 5-cafeoilquínico foi significativo (F = 17,77, P = 0,005), com os resíduos apresentando 
distribuição normal (P = 0,26) e foi capaz de explicar 95,82% dos dados com um R
2
 ajustado 
= 0,9247. A interação entre os chás verde e o branco (X1X2), e o branco e o preto (X2X3) 
influenciaram positivamente e significativamente na extração (Eq. 6). O modelo para cafeína 
foi significativo (F = 15,69, P = 0,007); os residuos normais (P = 0,87) e explicou 97,58% da 
variância dos dados (R
2
adj = 0,9637). O efeito quadrático, no qual foi significativo e 
influenciou positivamente na extração da cafeína, foi à interação entre os chás verde e branco 
(X1X3) (Eq. 7). 
A extração dos quatros diferentes flavan-3-óis foram também modeladas: o modelo 
da epicatequina (Eq. 8) foi significativo (F = 38,95, P = 0,0002), os resíduos foram normais (P 
= 0,36) e explicaram 91,75% da variância total (R
2
adj = 0.8940). O modelo construído para 
epigalocatequina foi significativo (F = 32,73, P = 0,002); os resíduos mostraram distribuição 
normal (P = 0,34) e 98,32% da variância dos dados foi explicada (R
2
adj = 0,9698). O efeito 
quadrático (X1X2) que foi significativo no modelo contribui negativamente na extração do 
scompostos, e a interação entre o chá verde, branco e preto contribuiu positivamente (Eq. 9). 
Para epigalocatequina galato (Eq. 10), o modelo encontrado foi significativo (F = 138,15, P < 
0,0001); os resíduos normais (P = 0,26) e foi possível explicar 97,53% da variância dos dados 
com um R
2
 = 0,9682. O modelo da epicatequina galato foi significativo (F = 97,45, P < 
0,0001); os resíduos foram normais (P = 0,73) e 96,53% dos dados foram explicados (R
2
Adj = 
0,9554) (Eq. 11). 
A análise de regressão múltipla para os ensaios antioxidante foi realizada para 
verificar o comportamento do modelo para cada teste antioxidante especifico. Para o ABTS, o 
modelo (Eq. 12) foi significativo (F = 19,56, P = 0,0014); a análise de resíduo apresentou-se 
normal (P = 0,71) e foi possível explicar 84,82% da variância (R
2
adj = 0,8048). O modelo 
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determinado para o método DPPH foi significativo (F = 25,24, P = 0,003); os resíduos 
seguiram a distribuição normal (P = 0,14) e o modelo matemático explicou 99,15% da 
variância total. A interação entre os chás verde e branco (X1X2) e o branco e o preto (X2X3) 
foram significativos e contribuíram positivamente na capacidade antioxidante (Eq. 13). O 
modelo encontrado para o método FRAP (Eq. 14) foi significativo (F = 104,93, P < 0,0001); a 
análise de resíduos realizada foi normal (P = 0,65) e o modelo matemático explicou 96,77% 
da variância dos dados. O outro método também usado para avaliar a capacidade antioxidante 
foi o CUPRAC. O modelo proposto foi significativo (F = 731,45, P < 0,00001); a análise de 
resíduos mostrou-se normal (P = 0,52) e foi possível explicar 99,52% de toda a variância (Eq. 
15). 
Depois de modelar a extração da atividade antioxidante das misturas dos chás, um 
procedimento de otimização simultânea usando a função desejabilidade (D) foi realizado com 
os modelos determinados para FRAP, DPPH, EC, EGCG, e ECG, objetivando maximizar os 
valores. O resultado ótimo sugerido foi com 100% de chá branco no qual seria a melhor 
solução para a otimização, apesar do fato que os efeitos dos chás verde e preto apresentarem 
significativo em termos das respostas. Se desejar consumir chá de C. sinensis como maior 
atividade antioxidante e maiores quantidade de flavan-3-óis, nenhuma mistura de chá verde, 
preto e branco poderia ser recomendada. Foi verificado que somente o chá branco poderia 
satisfazer as condições impostas na otimização, com um d = 0,9669, no qual 
aproximadamente 97% do objetivo proposto foi alcançado pela otimização. Entretanto, nos 
poderíamos enfatizar que nos estudos futuros deveria focar nas propriedades sensoriais das 
misturas dos chás de C. sinensis de maneira a balancear alguns efeitos sensoriais (amargor e 
adstringência, por exemplo) em combinação com as análises químicas realizada neste estudo. 
Objetivando-se verificar os erros em relação aos modelos preditos das variáveis de 
otimização, uma validação external foi realizada usando três diferentes combinações de 
misturas e todos os valores observados foram dentro do intervalo de predição ao nível de 95% 
(Tabela 6). Devido aos baixos valores de erros absolutos obtidos para as variáveis DPPH 
(2,15%), FRAP (1,81%), EC (1,01%), EGCG (0,56 %), e ECG (1,33%) os modelos propostos 




Tabela 3.6 Verificação experimental dos modelos de superfície de resposta usados para otimização das misturas de chás. 















































































































































































































Um planejamento simplex-centróide foi desenvolvido para avaliar os chás 
individuais, assim como suas misturas binárias e ternária dos chás verde, branco e preto. De 
acordo como os resultados, a amostra de chá branco mostrou os maiores conteúdos de 
compostos fenólicos e atividade antioxidante in vitro, enquanto que o chá preto apresentou os 
menores, isto é devido à oxidação dos flavan-3-óis durante o processamento. Usando a 
metodologia de superfície de resposta foi possível propor modelos matemáticos para a 
extração dos compostos fenólicos e propor qual a amostra de chá teria o maior efeito na 
atividade antioxidante in vitro das misturas de C. sinensis. Entretanto, a otimização que foi 
realizada usando a função de desejabilidade sugeriu que a formulação com 100% de chá 
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O conteúdo desse capítulo foi publicado na revista LWT – Food Science and Technology (Anexo 
III)  
80 
OTIMIZAÇÃO MULTI-RESPOSTA DOS COMPOSTOS FENÓLICOS DO CHÁ 





O objetivo deste estudo foi modelar a extração dos compostos antioxidantes e identificar os 
principais compostos fenólicos individuais do chá branco por LC-DAD-MS/MS. Um 
planejamento Box-Behnken foi aplicado para avaliar os efeitos do tempo, temperatura e 
concentração de etanol na extração dos fenólicos e da atividade antioxidante in vitro. Todos 
os modelos matemáticos propostos pela análise de regressão múltipla foram significativos (P 
< 0,001) e explicaram mais que 85% da variância (R
2
adj > 0.80). Uma otimização simultânea 
foi realizada usando DPPH, ABTS, FRAP, (-)-epigalocatequina galato, e (-)-epicatequina 
galato para maximizar a extração dos fenólicos e foi sugerido como condições ótimas de 
extração o tempo de 10 min, a temperatura de 66°C e a solução de 30% de etanol, com erro 
absoluto menor que 7%. As condições ótimas sugeridas foram confirmadas pela validação 
externa. Os principais compostos indivíduais identificados por espectroscopia de massas 
foram o ácido gálico, ácido 5-galoilquínico, cafeína, teobromina, galocatequina, 
epigalocatequina, epicatequina, epigalocatequina galato e epicatequina galato. 
 





Considerada a segunda bebida mais popular depois da água, os chás tem recebido 
grande interesse contínuo devido aos muitos efeitos benéficos que incluem redução dos riscos 
de câncer, diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares (MUKHTAR; AHMAD, 2000; KRIS-
ETHERTON; KEEN, 2002; PINTO, 2013), além dos efeitos antimicrobiano, anti-
inflamatório e antioxidante que são intensamente relatados (BANSAL et al., 2013; 
ZIELINSKI et al., 2014). Um grande número de diversificados tipos de chás são produzidos 
ao redor do mundo entre os mais populares estão os chás preto, vermelho, amarelo e branco. 
A diferença entre o chá branco e os outros, é que a produção do chá branco (não fermentado) 
é realizada usando novos brotos e folhas jovens no qual após serem colhidas são secas 
imediatamente (HILAL; ENGELHARDT, 2007). 
Os flavan-3-óis são os principais compostos bioativos encontrados em chás não 
fermentados de Camellia sinensis que exibem atividade antioxidante e capacidade de eliminar 
os radicais livres (ARON; KENNEDY, 2008). Entre estes, os principais compostos são as (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina-3-galato 
(ECG), (-)-epicatequina (EC) e (+)-catequina (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000). No 
recente estudo publicado por Unachukwu et al., (2010) e Zhao et al., (2011), o chá branco 
mostrou os maiores conteúdo de compostos funcionais e atividade antioxidante comparada, 
por exemplo, ao chá verde. Portanto, o chá branco pode ser um bom recurso para suprir os 
compostos bioativos com propriedades funcionais. 
Com o passar dos anos, a ligação entre os problemas de saúde e os conservantes em 
alimentos tem conduzido a diminuir os níveis permitidos destes, e com isso os extratos 
vegetais tem tornado um novo recurso para indústria de alimentos substituindo os 
antioxidantes sintéticos e suplementando os produtos com compostos bioativos. Para isto, 
diferentes métodos de extração têm sido usados para extrair os compostos fenólicos dos 
materiais vegetais, entre os mais comuns métodos que tem sido mencionado na literatura é o 
uso de solvente tal como etanol, acetona ou metanol, ou uma mistura com água (GARCIA-
SALAS et al., 2010). Entretanto, para a aplicação em alimentos, os fenólicos são 
preferencialmente extraídos com etanol devido à baixa toxidade, biocompatível e mais 
econômico que qualquer outro solvente (ILAIAYARAJA et al., 2015). Durante o processo de 
extração algumas variáveis precisam ser avaliadas como temperaturas, tempo e concentração 
de solvente, assim um processo de otimização é essencial de maneira a aumentar o potencial 
máximo de extração. A metodologia de superfície de resposta (RSM) acoplada como a 
regressão linear múltipla é uma das ferramentas usadas, no qual é capaz de avaliar os 
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múltiplos parâmetros e suas interações e obter modelos matemáticos que são usados para 
definir as relações entre as respostas e os fatores independentes (BAS; BOYACI, 2002). 
Portanto, os objetivos deste estudo foram i) modelar usando regressão linear múltipla 
acoplada com RSM a extração dos compostos fenólicos do chá branco, e ii) identificar os 
compostos fenólicos individuais no extrato otimizado usando LC-DAD-Q-TOF-MS/MS. 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 Materiais 
O chá branco foi gentilmente doado pela Herbaflora (São Paulo, Brasil). De acordo 
com o fabricante, foi importado da China. Um certificado da autenticidade destas folhas pode 
ser obtido diretamente com os produtores. Reagente de Folin-Ciocalteau, Trolox (6 -hidroxi - 
2,5,7,8 -tetramethychromano - 2-carboxílico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), DPPH 
(2,2- difenil-2-picrilhidrazil), ABTS (2,2' – azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)), 
AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropano) hidrocloreto), fluoresceína, (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epigalocatequina galato, e (-)-epicatequina galato 
cafeína foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Metanol, etanol, acetonitrila e ácido 
acético foram de grau HPLC, enquanto que os outros reagentes usados no experimento foram 
de grau analítico. 
 
2.2 Métodos 
2.2.1 Extração dos compostos fenólicos 
Resumidamente, 100 g de chá branco foi misturado e as amostras foram trituradas 
usando um pestilo e um mortar para obter um pó fino e homogêneo (0,5 mm). De maneira a 
otimizar as condições de extração dos compostos fenólicos do chá branco, 1 g do chá em pó 
foi extraído com 50 mL de uma solução de etanol seguindo um planejamento de Box-
Behnken com 15 experimentos. Os fatores estudados (variáveis independentes) para a 
extração dos compostos antioxidantes foram: tempo (min, X1), temperatura (min, X2), e 
concentração de etanol (%, X3), com três níveis de variação (Tabela 1). A sequência dos 
experimentos foi realizada aleatóriamente, e as amostras foram centrifugadas (8160 g, 20 min 
a 4ºC) (Sorvall RC-6-Plus, Fisher Scientific, EUA) após a extração foram transferidas para os 
tubos Falcon e imediatamente congeladas a -20 ºC até o momento das análises. 
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2.2.2 Determinação dos compostos fenólicos totais (TPC) 
O conteúdo dos fenólicos totais (TPC) foi determinado nos extratos de acordo com o 
procedimento de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965) com pequenas 
modificações. Para este proposto, os valores da absorbância das amostras foram comparadas 
com uma curva de calibração de ácido gálico (GA) e os resultados foram expressos como mg 
de equivalente de ácido gálico (GAE) por grama de chá [mg GAE/g]. 
 
2.2.3 Determinação dos flavonoides totais (TFC) 
O conteúdo dos flavonoides totais (TFC) foi quantificado usando o método 
colorimétrico do cloreto de alumínio (JIA; TANG; WU, 1999). Então, a medida foi 
comparada com a curva de calibração de catequina (CT) e os resultados foram expressos 
como mg de equivalente de catequina (CTE) por grama de chá [mg CTE/g]. 
 
2.2.4 Atividade antioxidante dos extratos 
A capacidade de eliminar radicais livres pelo método DPPH foi determinado em 
triplicata usando o método proposto por Brand-Williams, Cuveliet, e Berset (1995), com 
pequenas modificações. Primeiramente, todo extrato de chá diluído (1:11) (100 μL) foi 
adicionado para 3,9 mL de uma solução metanólica de DPPH (125 µmol/L). A absorbância no 
comprimento de onda de 517 nm foi medida usando um espectrofotômetro (Ultrospec 1100 
Pro, Inglaterra) depois de ter sido mantido em repouso no escuro por 30 min. Uma curva 
padrão de Trolox (100-1000 μmol/L) foi plotada e os resultados foram expressos em mmol de 
equivalente de Trolox por g de chá [mmol TE/g]. 
A atividade de eliminação pelo radical ABTS dos extratos do chá foi determinada em 
triplicata usando o método descrito por Re et al. (1999), com pequenas modificações. 
Primeiramente, a solução de estoque de ABTS (7 mmol/L) e a solução de persulfato de 
potássio (2,45 mmol/L) foi preparada. A solução de trabalho foi então preparada pela mistura 
de 3 mL de cada solução de estoque e deixada reagir por 16 h a temperatura ambiente (25 °C) 
no escuro. A solução foi então diluída pela mistura de 4,0-4,5 mL da solução do radical 
ABTS com 250 mL de água destilada para obter uma absorbância de 0,70 a 734 nm. Os 
extratos de chás diluídos (1:100) (100 μL) foram adicionado para 1700 μL da solução de 
ABTS em tubos de centrifuga âmbar. A mistura foi mistura em vortex e estocada no escuro 
por 30 min, e a absorbância foi medida a 734 nm. Os resultados foram comparados a uma 
curva de calibração (Trolox de 100-1000 μmol/L) e expressos em mmol de equivalente de 
Trolox por g de chá [mmol TE/g]. 
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O potencial antioxidante total dos extratos de chás foi realizado usando o método do 
poder antioxidante de redução do ferro (FRAP) de acordo com o método descrito por Benzie e 
Strains (1996), com mínimas modificações. O reagente FRAP foi preparado pela mistura do 
tampão acetato (300 mM, pH 3,6), com uma solução de 10 mM TPTZ em 40 mM HCl, e 20 
mM FeCl3 na proporção de 10:1:1 (v/v/v). Então, 3,0 mL do reagent FRAP recém-preparado e 
100 μL dos extratos diluídos (1:25) foram adicionados nos tubos de ensaio e misturados por 
10 segundos. As medidas foram realizadas usando um espectrofotômetro a 593 nm depois de 
30 min no escuro. A absorbância foi comparada a uma curva padrão (Trolox 100-1000 
μmol/L) e os resultados foram expressos em mmol de equivalente Trolox por grama de chá 
[mmol TE/g]. Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 
O método de capacidade de absorção de radicais de oxigênio (ORAC) foi realizado 
para medir a capacidade de eliminação do radical peroxil dos extratos baseado no método 
descrito por Huang et al. (2002). Primeiramente, os extratos foram diluídos (1:500) em 
tampão fosfato (75 mmol/L, pH 7,4). Assim, um sistema automático de pipetagem em 
microplacas (Precision 2000, BIO-TEK Instruments, EUA) foi usado para transferir as 
soluções poço por poço. Para as análises, uma leitora fluorescente de microplacas (FLx 800, 
BIO-TEK Instruments, EUA) foi usada com filtros fluorescentes para o comprimento de onda 
de excitação de 485/20 nm e um comprimento de emissão de 528/20 nm programado para ler 
todo minuto depois da adição do AAPH (153 mmol/L em tampão fosfato 75 mmol/L, pH 7,4) 
por 50 min. A área sob a curva do decaimento fluorescente foi integrada usando o software 
KC4 3,0. Cada extrato de chá foi medido três vezes, e os resultados foram expressos como 
mmol de equivalentes de Trolox por grama (mmol TE/g]. 
 
2.2.5 Análise de HPLC-DAD para EGCG, ECG, EC, e catequina 
A análise de HPLC foi realizada em triplicata de acordo com o método proposto por 
Zielinski et al. (2015), com pequenas modificações. Primeiramente, os extratos de chás foram 
filtrados em filtros seringas (0,45 μm, nylon) antes das análises e 10 μL das amostras foram 
injetados em uma cromatógrafo líquido de alta eficiência (2695 Alliance, Waters, EUA) 
acoplado com um detector fotodiodo (Waters 2996, Waters, EUA), bomba quartenária e um 
autoinjetor. A separação foi conduzida usando uma coluna Gemini
®
 C18 com as dimensões 
de 4,6 mm x 150 mm, 5,0 μm (Phenomenex, EUA) a 25 °C. A fase móvel consistiu do 
solvente A (0,1% de ácido acético, v/v) e do B (acetonitrila) com o fluxo de 0,8 mL/min. Um 
gradiente linear foi programado da seguinte forma: 0-5 min, 3-9% B, 5-15 min, 9-16% B, e 
15-33 min, 16-36,4% B, seguido pela lavagem e recondicionamento da coluna. A 
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identificação dos flavan-3-óis foi realizada por comparação do seu tempo de retenção e 
espectro dos padrões de referencia (EGCG, ECG, EC, e catequina) e a quantificação foi 
realizada por calibração externa e os resultados expressos em mg/g. Todas as análises foram 
realizadas em triplicata.  
 
2.2.6 HPLC–DAD–Q-TOF–MS/MS 
A eluição do HPLC (mesmo método descrito na análise de HPLC-DAD) foi iserido 
no espectrofotômetro de massa (Q-TOF MS) (Micromass, Waters, EUA) usando ionização 
por eletrospray (ESI) no modo negativo. Primeiramente, Q-TOF MS foi calibrado usando 
iodeto de sódio para o modo negativo com a massa variando de 100-1000. Então, o espectro 
de massas completo das amostras foi adquirido usando uma voltagem capilar de 1,2 kV e uma 
voltage de cone de 35 V. O fluxo do gás no cone foi de 50L/h e o fluxo do gás de 
desolvatação foi de 900 L/h. A temperatura do gás de dessolvatação e a temperatura da fonte 
do íon foram de 250 °C e 120 °C, respectivamente. O espectro MS/MS foi adquirido usando 
energia de colisão de 30 V. 
 
2.2.7 Análise estatística 
Todos os dados foram apresentados como média ± desvio padrão (DP). 
Primeiramente, todas as variáveis foram checadas para a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) 
e homogeneidade de variâncias (teste de Hartley). Como todas as variáveis mostraram 
distribuição normal e homogeneidade de variâncias, considerando P > 0,05, então a one-way 
ANOVA foi realizada para detectar a diferença significativa entre os extratos de chás para 
cada variável dependente. O coeficiente de correlação de Pearson (r) foi usado para avaliar a 
força entre duas variáveis continuas e entre a variável avaliada. Um p-valor abaixo de 0,05 foi 
considerado significativo. 
De maneira de modelar a extração dos compostos fenólicos do chá branco, a 
metodologia de superfície de respostas (RSM) acoplada com regressão linear múltipla foi 
usada. Assim, um modelo polinomial de segunda ordem foi usado para ajustar os dados 
experimentais. O modelo generalizado usado na RSM é mostrado na Equação (1): 
𝑌𝑛(𝑥) = 𝑏0 + ∑ 𝑏𝑖𝑋𝑖
3
𝑖=1










onde Yn é a resposta predita, b0, bi, bii, e bij são os coeficientes de regressão para os termos 
lineares, quadráticos e as interações, respectivamente, e Xi, e  Xj são as variáveis 
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independentes. A significância estatística das equações foi examinada pela ANOVA para cada 
resposta, onde os termos que não foram significativos foram removidos do modelo e os dados 
foram reajustados somente para os termos significativos (P < 0,05) e as superfícies foram 
construídas. A qualidade dos ajusters foram avaliados por Plack-of-fit, coeficiente de regressão 
(R
2
) e seu R
2
 ajustado. 
Depois dos modelos matemáticos foram obtidos, uma otimização multi-resposta 
usando a função de desabilidade proposta por Derringer e Suich (1980) foi usada para 
maximizar a atividade antioxidante (DPPH, ABTS, e FRAP) e o conteúdo individual de 
EGCG e ECG. De maneira a verificar a adequação dos modelos, uma validação externa foi 
conduzida no ponto ótimo sugerido e os resultados foram avaliados pelos seus erros absolutos 
(%) e pelos intervalos de predição ao nível de 95%. Todas as análises estatísticas foram 
realizadas usando o Statistica v. 7 (StatSoft Inc., EUA). 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Composição dos compostos fenólicos e da atividade antioxidante in vitro. 
Os valores médios dos extratos de chás são mostrados na Tabela 1 e 2. Todas as 
variáveis variaram significativamente (P < 0,001), onde os compostos fenólicos totais e os 
flavonoides totais variaram de 38 a 114 mg/g e de 18 a 30 mg/g, respectivamente. As 
catequinas individuais determinadas por HPLC variaram de 14 a 75 mg/g (EGCG),  de 3,5 a 
22,9 (ECG), de 5,7 a 18,4 mg/g (EC), e 1,9 a 6,7 mg/g (catequina). No trabalho realizado por 
Socha et al. (2013), os flavan-3-óis no chá branco mostraram resultados similares com o 
nosso estudo, variando de 1,2 a 2,5 mg/g (catequina), de 1,7 a 5,6 mg/g (EC), de 25 a 75 mg/g 
(EGCG), de 11,8 a 24,4 mg/g (ECG), e 5,9 a 8,4 mg/g (EGC). Nossos resultados mostraram 
também de acordo com o estudo realizado por Unachukwu et al. (2010) na avaliação do TPC 
e catequinas usando dois diferentes solventes (água e metanol) na extração dos fenólicos dos 
chás brancos. Wang et al. (2000) estabeleceram que o conteúdo de flavan-3-óis encontrado 























1 5 (-1) 30 (-1) 20 (0) 37,57 ± 2,08 18,01 ± 
0,13 




1544,55 ± 47,54 
2 15 (1) 30 (-1) 20 (0) 59,45 ± 1,15 21,80 ± 
0,52 




1756,26 ± 96,16 
3 5 (-1) 70 (1) 20 (0) 83,04 ± 1,36 27,38 ± 
0,26 














2013,78 ± 79,88 
5 5 (-1) 50 (0) 10 (-1) 72,55 ± 3,28 20,49 ± 
0,38 
850,43 ± 18,67 1340,50 ± 
12,88 
726,01 ± 5,74 1484,51 ± 20,66 
6 15 (1) 50 (0) 10 (-1) 84,02 ± 1,29 22,46 ± 
0,61 




1694,87 ± 51,06 
7 5 (-1) 50 (0) 30 (1) 94.51 ± 2.64 26.59 ± 
0.62 




1894,11 ± 37,70 










2087,93 ± 99,28 
9 10 (0) 30 (-1) 10 (-1) 71.49 ± 1.66 17.74 ± 
0.28 







10 10 (0) 70 (1) 10 (-1) 95,00 ± 1,12 21,24 ± 
0,07 






11 10 (0) 30 (-1) 30 (1) 76,94 ± 2,00 18,46 ± 
0,40 
832,24 ± 9,81 1401,35 ± 
25,01 
883,65 ± 8,90 1745,04 ± 
127,27 












13 10 (0) 50 (0) 20 (0) 97,93 ± 1,71 21,19 ± 
0,72 
























2035,61 ± 9,85 
*P (Hartley) 0,97 0,59 0,82 0,64 0,94 0,28 
**P (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Nota: Resultados expressos como media ± desvio padrão. * Valores de probabilidade obtidos pelo teste de Hartley (F-max) para a homogeneidade de variâncias, ** valores de 
probabilidade obtidos por one-way ANOVA. 
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1 5 (-1) 30 (-1) 20 (0) 2,23 ± 0,24 6,34 ± 1,07 13,45 ± 0,40 3,49 ± 0,62 
2 15 (1) 30 (-1) 20 (0) 2,46 ± 0,15 6,67 ± 0,71 19,19 ± 1,41 5,50 ± 0,71 
3 5 (-1) 70 (1) 20 (0) 3,89 ± 0,02 10,26 ± 1,02 55,23 ± 0,96 11,61 ± 0,09 
4 15 (1) 70 (1) 20 (0) 4,39 ± 0,17 9,23 ± 0,42 43,53 ± 2,31 13,45 ± 0,11 
5 5 (-1) 50 (0) 10 (-1) 3,71 ± 0,18 10,35 ± 0,24 33,39 ± 1,82 8,49 ± 0,03 
6 15 (1) 50 (0) 10 (-1) 2,47 ± 0,20 7,36 ± 0,11 24,18 ± 0,25 6,61 ± 0,09 
7 5 (-1) 50 (0) 30 (1) 3,83 ± 0,45 11,62 ± 0,46 40,22 ± 2,43 11,94 ± 0,74 
8 15 (1) 50 (0) 30 (1) 5,67 ± 0,39 15,01 ± 1,73 58,96 ± 3,14 18,39 ± 0,31 
9 10 (0) 30 (-1) 10 (-1) 1,93 ± 0,01 5,71 ± 0,56 14,67 ± 0,48 3,89 ± 0,16 
10 10 (0) 70 (1) 10 (-1) 2,80 ± 0,13 7,67 ± 0,35 30,22 ± 1,44 8,81 ± 0,38 
11 10 (0) 30 (-1) 30 (1) 4,28 ± 0,31 12,02 ± 1,00 42,16 ± 0,84 12,16 ± 0,70 
12 10 (0) 70 (1) 30 (1) 6,68 ± 0,10 18,36 ± 0,44 68,46 ± 8,62 22,85 ± 0,05 
13 10 (0) 50 (0) 20 (0) 5,85 ± 0,23 15,69 ± 0,51 52,49 ± 5,96 16,69 ± 0,51 
14 10 (0) 50 (0) 20 (0) 6,05 ± 0,38 13,83 ± 1,40 53,46 ± 1,41 15,16 ± 0,79 
15 10 (0) 50 (0) 20 (0) 5,71 ± 0,39 13,18 ± 0,36 45,14 ± 1,21 12,67 ± 0,10 
*P (Hartley) 0,61 0,85 0,25 0,36 
**P (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Nota: Resultados expressos como média ± desvio padrão. EGC (-)-epigalocatequina galato, ECG: (-)-epicatequina galato. * Valor de probabilidade obtido pelo teste de 
Hartley (F-max) para homogeneidade de variâncias, ** valore de probabilidade obtido por one-way ANOVA. 
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A atividade antioxidante mostrou uma grande variação entre os ensaios usados: o 
DPPH variaram de 735 a 1029 mmol/g, ABTS de 1042 a 1607 mmol/g, FRAP de 589 a 996 
mmol/g e ORAC de 1485 a 2107 mmol/g (Tabela 1). A variação entre os resultados 
encontrados para a atividade antioxidante in vitro é devido aos diferentes mecanismos que 
estão envolvidos na determinação. Os radicais cátions de DPPH e ABTS são dois estáveis e 
radicais livres coloridos, no qual uma solução reatante é misturada com o extrato de chá que 
pode doar um átomo de hidrogênio, e a forma reduzida do radical é gerada seguida pela perda 
de cor (ALI et al., 2008). Por outro lado, o FRAP é caracterizado pela habilidade de 
transferência de elétrons, que resulta na redução dos íons ferros na presença dos compostos 
antioxidantes (CRAFT et al., 2012). Por último, o teste de ORAC avalia a habilidade dos 
compostos antioxidantes em inibir o consumo da molécula alvo mediante o radical peroxil 
(por exemplo, AAPH) (LÓPEZ-ALARCÓN, DENICOLA, 2013). 
Usando a correlação de Pearson, foi possível verificar que os compostos fenólicos 
totais e flavonoides totais tem uma correlação significativa (P < 0,03) com a medida atividade 
antioxidante por DPPH (r = 0,761; r = 0,879, respectivamente), ABTS (r = 0,682; r = 0,567, 
respectivamente), FRAP (r = 0,884; r = 0,607, respectivamente), e ORAC (r = 0,772; r = 
0,724, respectivamente). Uma correlação significativa (P < 0,01) também foi observada entre 
todos os métodos antioxidantes avaliados mostrando um coeficiente de correlação maior que r 
> 0,77. Os flavan-3-óis destacaram como os principais compostos com o poder antioxidante 
em chás, com seu poder antioxidante sendo relacionada à presença dos grupos galoil e 
hidroxil na sua estrutura (ARON; KENNEDY, 2008). De acordo com o nosso estudo, todas as 
catequinas individuais mostraram correlação significativa (P < 0,03) com os ensaios 
antioxidantes in vitro, com a exceção da epicatequina que não foram correlacionados com o 
ABTS (r = 0,497, P = 0,06). 
 
3.2 Regressão linear múltipla acoplada a RSM 
Com o objetivo de encontrar as melhores condições para realizar uma extração 
adequada, a metodologia de superfície de resposta acoplada com a análise de regressão 
múltipla tem sido usada. Bae et al. (2015) usaram um planejamento composto central (CCD) 
com 5 níveis e 3 fatores e RSM para obter as melhores condições de extração para diferentes 
tipos de chás (verde, oolongo, preto, e mate) baseado no conteúdo de compostos fenólicos 
totais. Em um outro estudo com um principal objetivo, Ghoreishi e Heidari (2013) realizaram 
a otimização dos extratos de epigalocatequina-3-galato do chá verde por tecnologia de fluído 
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supercrítico usando planejamento rotacional composto central (CCDR) com quatro variáveis 
independentes. 
De acordo com Granato et al. (2014), a regressão linear múltipla associado a RSM 
objetiva entender os dados obtidos por uma equação de forma que explica o fenômeno sobre a 
investigação. Portanto, todos os modelos propostos pela análise de regressão múltipla para as 
variáveis antioxidantes foram significativas (P < 0,001), não apresentaram falta de ajuste (P > 
0,05) e pode explicar mais que 85% de toda a variância dos dados com um R
2
 ajustado > 0,80, 
com exceção para o ORAC (R
2
 = 0,7364 e R
2
Adj = 0,6924) (Tabela 3). Em relação aos efeitos 
dos modelos, todos os efeitos lineares contribuíram positivamente e significativamente (P < 
0,05) na extração, enquanto que os coeficientes de regressão quadráticos e a interação entre os 
coeficientes linear vs. linear ou quadrático vs. linear variaram de acordo com as variáveis 
estudadas. Por exemplo, a atividade antioxidante pelo método ABTS, o coeficiente de 
regressão quadrático da concentração de etanol (X3), interações do tempo (X1) vs. temperatura 
(X2) e temperatura (X2) vs. concentrações de etanol (X3) mostraram um efeito negativo 
significativo na extração. Os efeitos dos parâmetros nas variáveis dependentes são mostrados 
nos gráficos de superfície de resposta 3-D (Figura 1A-J) com função do tempo e temperatura. 
De acordo com Spigno, Tramelli, e De Faveri (2007), o tempo e a temperatura são 
importantes para minimizar os custos de energia do processo. Além disso, a temperatura 
aumenta a solubilidade do soluto e o coeficiente de difusão. Por outro lado, é inevitável que 
um intenso aumento na temperatura possa causar a perda dos compostos fenólicos. A 
polaridade desempenha um importante papel na extração dos compostos fenólicos de plantas. 
Os solventes alcoólicos estão entre os solventes comumente usados. De fato, álcoois e 
solventes polares extraem flavonoides e taninos de plantas (DAI; MUMPER, 2010). De 
acordo com Spigno et al. (2007) as misturas entre água e álcoois tem sido mais eficiente na 
extração de compostos fenólicos em comparação ao sistema mono-componente de solvente. 
Metanol e etanol são os principais álcoois usados na extração embora etanol tenha vantagens 
quanto a sua segurança ao consumo humano. 
Outros estudos têm mostrado os efeitos destas ou outras variáveis na extração dos 
compostos bioativos. Alberti et al. (2014) no seu estudo envolvendo a extração de compostos 
fenólicos da maçã foram capaz de verificar que a condição do processo, assim como o tipo de 
solvente e a concentração influenciam significativamente nos níveis de compostos extraídos. 
Usando extração assistida por ultrasson, Yan et al. (2011) observaram o efeito da razão de 
água e material (soluto/solvente), tempo de extração e temperatura de extração na extração de 
polissacarídeos da Tremella mesentérica. 
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Tabela 4.3 Efeito das variáveis independents (tempo, temperatura, e concentração de etanol) para as diferentes variáveis avaliadas. 
Variável resposta Fatores Coeficiente de 
regressão 







Constante 106,32 3,09 34,42 <0,001 99,33 113,30 
𝑥1 6,57 2,27 2,89 0,02 1,43 11,71 
𝑥1
2 -18,49 3,34 -5,54 <0,001 -26,03 -10,94 
𝑥2 17,02 2,27 7,49 <0,001 11,88 22,16 
𝑥2
2 -18,69 3,34 -5,60 <0,001 -26,24 -11,14 
𝑥3 6,93 2,27 3,05 0,01 1,79 12,08 
R
2
 0,9360      
R
2
 ajustado 0,9005      
P-valor (modelo) <0,001      
P-valor (lack-of-fit) 0,79      
Flavonoides totais 
(mg/g) 
Constante 21,25 0,50 42,16 <0,001 20,13 22,38 
𝑥1 1,40 0,47 2,96 0,01 0,35 2,45 
𝑥1
2 3,26 0,69 4,73 <0,001 1,73 4,80 
𝑥2 3,67 0,47 7,78 <0,001 2,62 4,72 
𝑥3 2,46 0,47 5,22 <0,001 1,41 3,51 
R
2
 0,9225      
R
2
 ajustado 0,8914      
P-valor (modelo) <0,001      
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P-valor (lack-of-fit) 0,09      
DPPH (mmol/g) Constante 922,44 9,27 99,47196 <0,001 901,7793 943,104 
𝑥1 23,38 8,67 2,69499 0,02 4,0497 42,7055 
𝑥2 92,41 8,67 10,65329 <0,001 73,0836 111,7394 
𝑥2
2 -37,27 12,70 -2,93482 0,02 -65,5598 -8,9735 
𝑥3 59,79 8,68 6,89253 <0,001 40,4611 79,1169 
R
2
 0,9465      
R
2
 ajustado 0,9251      
P-valor (modelo) <0,001      
 P-valor (lack-of-fit) 0,21      
ABTS (mmol/g) Constante 1473,99 25,74 57,26 <0,001 1415,76 1532,22 
𝑥2 161,41 24,08 6,70 <0,001 106,94 215,88 
𝑥3 56,73 24,08 2,36 0,04 2,25 111,20 
𝑥3
2 -87,34 35,25 -2,48 0,04 -167,07 -7,60 
𝑥1𝑥2 -84,83 34,05 -2,49 0,03 -161,87 -7,80 
𝑥2𝑥3 -113,71 34,05 -3,34 0,01 -190,74 -36,67 
R
2
 0,8915      
R
2
 ajustado 0,8313      
P-valor (modelo) <0,001      
P-valor (lack-of-fit) 0,28      
FRAP (mmol/g) Constant 922,32 5,20 177,48 <0,001 907,89 936,75 
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 𝑥1 40,06 3,82 10,47 <0,001 29,44 50,68 
 𝑥1
2 -93,55 5,61 -16,67 <0,001 -109,13 -77,97 
 𝑥2 79,69 5,41 14,73 <0,001 64,67 94,70 
 𝑥2
2 -38,08 5,61 -6,78 <0,001 -53,67 -22,50 
 𝑥3 46,01 5,41 8,51 <0,001 30,99 61,02 
 𝑥1𝑥2 -30,38 5,41 -5,62 <0,001 -45,40 -15,36 
 𝑥1
2𝑥2 54,34 7,65 7,10 <0,001 33,10 75,58 
 𝑥1𝑥3 29,95 5,41 5,54 0,01 14,93 44,97 
 𝑥1
2𝑥3 44,36 7,65 5,80 <0,001 23,12 65,60 
 𝑥2𝑥3 -30,73 5,41 -5,68 <0,001 -45,75 -15,71 
 R
2
 0,9977      
 R
2
 ajustado 0,9918      
 P-valor (modelo) <0,001      
 P-valor (lack-of-fit) 0,43      
ORAC (mmol/g) Constante 1859,12 30,75 60,45 <0,001 1792,11 1926,13 
 𝑥2 196,76 42,11 4,67 <0,001 105,00 288,51 
 𝑥3 143,95 42,11 3,42 0,01 52,20 235,70 
 R
2
 0,7364      
 R
2
 ajustado 0,6924      
 P-valor (modelo) <0,01      
 P-valor (lack-of-fit) 0,15      
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EGCG (mg/g) Constante 51,60 3,31 15,578 <0,001 44,22 58,985 
 𝑥1
2 -11,55 3,58 -3,228 0,01 -19,52 -3,577 
 𝑥2 12,36 2,44 5,069 <0,001 6,93 17,791 
 𝑥2
2 -10,55 3,58 -2,948 0,02 -18,52 -2,578 
 𝑥3 14,72 2,44 6,036 <0,001 9,28 20,148 
 R
2
 0,8889      
 R
2
 ajustado 0,8444      
 P-valor (modelo) <0,001      
 P-valor (lack-of-fit) 0,56      
ECG (mg/g) Constant 14,82 1,07 13,91 <0,001 12,45 17,19 
𝑥1
2 -3,45 1,15 -2,99 0,01 -6,01 -0,88 
𝑥2 3,96 0,78 5,05 <0,001 2,21 5,71 
𝑥2
2 -2,88 1,15 -2,50 0,03 -5,44 -0,31 
𝑥3 4,69 0,78 5,98 <0,001 2,95 6,44 
R
2
 0,8831      
R
2
 ajustado 0,8364      
P-valor (modelo) <0,001      
P-valor (lack-of-fit) 0,52      
EC (mg/g) Constante 14,13 0,80 17,69 <0,001 12,35 15,91 
 𝑥1
2 -2,97 0,86 -3,44 0,01 -4,89 -1,05 
 𝑥2 1,85 0,59 3,15 0,01 0,54 3,16 
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 𝑥2
2 -3,11 0,86 -3,61 0,01 -5,04 -1,19 
 𝑥3 3,24 0,59 5,51 <0,001 1,93 4,55 
 R
2
 0,8639      
 R
2
 ajustado 0,8095      
 P-valor (modelo) <0,001      
 P-valor (lack-of-fit) 0,41      
Catechin (mg/g) Constante 5,48 0,297 18,46 <0,001 4,81 6,150 
𝑥1
2 -1,27 0,320 -3,95 0,01 -1,99 -0,541 
𝑥2 0,86 0,218 3,93 0,01 0,36 1,351 
𝑥2
2 -1,26 0,320 -3,94 0,01 -1,99 -0,537 
𝑥3 1,19 0,218 5,46 <0,001 0,70 1,686 
𝑥1𝑥3 0,77 0,309 2,50 0,03 0,07 1,471 
R
2
 0,8995      
R
2
 ajustado 0,8436      
P-valor (modelo) <0,001      
P-valor (lack-of-fit) 0,06      
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(A) Compostos fenólicos totais (B) Flavonoides totais 
  
(C) DPPH (D) ABTS 
  
98 
(E) FRAP (F) ORAC 
  
(G) EGCG (H) ECG 
  
99 
(I) EC (J) Catequina 
  
Figura 4.1 Gráficos da superficies de resposta dos efeitos da temperatura, tempo e concentração de etanol. 
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3.3 Otimização e verificação dos modelos preditivos 
Depois de modelar a extração dos compostos fenólicos do chá branco, um 
procedimento de otimização multi-resposta usando a função de desejabilidade (D) foi 
conduzido com os modelos de maneira a maximizar a atividade antioxidante e os compostos 
individuais medidos por HPLC. A condição ótima para está otimização foi sugerida com um d 
= 0,9611, no qual significa que 96% do objetivo proposto foi encontrado pela otimização na 
extração com 30% de etanol por 10 min a 66 ºC. Com o proposto de verificar a condição 
ótima, uma validação externa foi realizada, e os valores observados e preditos com os erros 
absolutos computados (AE) na extração foram: DPPH (mmol/g) (observado: 994,10 ± 5,36, 
predito: 1032,31, AE = 3,84 %), ABTS (mmol/g) (observado: 1582,55 ± 17,78, predito: 
1481,54, AE = 6,38%), FRAP (mmol/g) (observado: 964,10 ± 11,24, predito: 983,12, AE = 
1,96%), EGCG (mg/g) (observado: 69,57 ± 0,94, predito: 69,42, AE = 0,17%), e ECG (mg/g) 
(observado: 20,47 ± 0,02, predito: 20,84, AE = 1,82%). Todos os valores observados foram 
dentro dos intervalos predits ao nível de 95%. Portanto, os modelos podem ser usados para 
predizer os valores das respostas. 
Devido ao interesse pelas indústrias e pelos consumidores em produtos 
suplementados com extratos de chás, a aplicação predominante de extrato de chá verde tem 
sido estudada em produtos cárneos, filmes ativos, óleos e gorduras, produtos panificáveis, etc. 
(SENANAYAKE, 2013). Portanto, nós gostaríamos de enfatizar que o chá branco assim 
como o chá verde pode ser um bom recurso para suplementar produtos alimentícios com 
compostos bioativos. Nossos futuros estudos devem enfocar na aplicação e avaliação dos 
extratos de chá branco em produtos alimentares e realizar comparação com outros extratos 
vegetais/chás em estudos relacionados. 
 
3.4 Identificação dos compostos fenólicos por LC-DAD-MS/MS nas condições ótimas 
O perfil fenólico dos extratos foi identificado nas melhores condições em base de seu 
tempo de retenção, comprimento de onda e espectro de massa baseado nos valores da razão 
massa/carga e em comparação com os padrões de comparação. O cromatograma dos 







Figura 4.2 Cromatogram do extrato de chá branco obtido no ponto ótimo (10 min, 66 ºC, 
30% de etanol) a 280 nm (A), espectro de massa para GC e EGC (B), e ECG (C). Nota: 
*amostras identificadas e confirmadas usando padrão de referência. 
 
Os ácidos fenólicos identificados no extrato de chá branco foram o ácido gálico (pico 
1, tR = 7,15 min, λMAX = 271 nm) e o ácido 5-galoilquínico (pico 2, tR = 8,30 min, λMAX = 274 
nm) no qual produziu os íons [M-H]
-
 a m/z 169 e 343 e os fragmentos a m/z 125 e 191 
(somente para ácido 5-galoilquinico). Estes compostos têm sido relatados entre os principais 
ácidos fenólicos presentes em chás de Camellia sinensis (WU et al., 2012), e teobromina (pico 
3, tR = 9,05 min, λMAX = 273 nm) e cafeína (pico 6, tR = 14,28 min, λMAX = 273 nm) como as 
principais metilxantinas (corfirmados usando padrão de referência). De acordo com Pinto 
(2013), o consumo de chás tem sido associado com os efeitos positivos na pressão sanguínea, 
desempenho cognitivo, humor e no sono. 
Galocatequina (pico 4, tR = 10,17 min, λMAX = 270 nm) e epigalocatequina (pico 6, tR 
= 19,45 min, λMAX = 270 nm) mostraram o ion [M-H]
-
 a m/z 305 com os mesmos fragmentos 
a m/z 167, 137, e 125 (Figura 2-B). Catequina (pico 7, tR = 15,57 min, λMAX = 278 nm) e 
epicatequina (pico 8, tR = 18,43 min, λMAX = 278 nm) também apresentaram o mesmo íon [M-
H]
-
 a m/z 289 e os mesmos fragmentos m/z 109, 121, 191, 205, e 245. Epigalocatequina galato 
(pico 9, tR = 19,45 min, λMAX = 274 nm) mostraram o íon [M-H]
-
 a m/z 457 e os fragmento a 
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m/z 305, 169, e 125, enquanto epicatequina galato (pico 10, tR = 24.28 min, λMAX = 277 nm) 
apresentou o íon [M-H]
-
 a m/z 441 e os fragmentos a m/z 289, 169, e 125 (Figura 2-C). A 
identificação dos compostos fenólicos (catequinas e ácidos fenólicos) foram de acordo com 
Del Rio et al. (2004) e Wu et al. (2012) onde identificaram os compostos fenólicos presentes 




Um planejamento Box-Behnken foi aplicado para avaliar as extração dos compostos 
fenólicos e a atividade antioxidante in vitro do chá branco. Usando a metodologia de 
superfície de resposta acoplada a regressão múltipla foi possível sugerir os modelos 
matemáticos para avaliar as variáveis dependentes. Um otimização multi-resposta usando 
DPPH, ABTS, FRAP, EGCG, e ECG foi efetiva com 96% do objetivo proposto com as 
melhores condições das variáveis para o aumento do rendimento na extração, onde o ponto 
ótimo foi encontra a 10 min, 66 ºC, e 30 % de etanol. Portanto, o extrato de chá branco pode 







As diferentes espécies de chás brasileiros foram analisadas para avaliar o conteúdo 
de compostos fenólicos, cor e atividade antioxidante. Através da análise de componentes 
principais e da análise hierárquica de agrupamentos foi possível verificar que os chás da 
espécie de Camellia sinensis apresentaram o maior conteúdo de compostos fenólicos e 
atividade antioxidante. 
Como o chá branco, o verde e o preto são os principais chás de C. sinensis 
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